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ANOTACIA

Tato diplomova préaca je zamerana na zavedenie systému izolacie exozomov, pomocou ktorej
by bolo mozné detegovat’ tieto EVs z I'udskej krvi. Tento Systém je zaloZzeny na kombinécii
imunoanalyzy magnetickej separdcie na baze imunoprecipitacie a imunochemickej detekcie
vyizolovanych exozomov komerénym izolaénym Kitom. Princip separacie spociva v reakcii
antigénu v podobe povrchovych proteinov na exozémoch so Specifickymi monoklonalnymi
a polyklonalnymi protilatkami imobilizovanymi na komerénych magnetickych ¢asticiach
namierenych proti tymto exozomalnym proteinom. Pritomnost’ exozémov vo vzorkach séra je
detegovand metédou Semi-Dry Western blot pomocou sekundarnych protilatok znacenych
chrenovou peroxiddzou (HRP) pre chemiluminiscenénti detekciu po predchédzajucom
rozdeleni proteinov SDS-PAGE analyzou. Koneénym overenim pritomnosti exozoémov
VO vyizolovanej frakcii je hmotnostna analyza po proteolytickom naStepeni proteinov z gélu

modifikovanym trypsinom.

KEUCOVE SLOVA
Exozémy, extracelularne vezikuly, imunoprecipitacia, magnetické castice, polyklonalne

a monoklonalne protilatky, SDS-PAGE, Semi-Dry Western blot analyza, l'udské sérum



ANNOTATION

This diploma thesis is focused on the introduction of a system of isolation of exosomes, which
could be used to detect these EVs from human blood. This system is based on a combination
of magnetic separation immunoassay based on immunoprecipitation and immunochemical
detection of isolated exosomes with a commercial isolation Kit. The principle of separation is
the reaction of antigen in the form of surface proteins on exosomes with specific monoclonal
and polyclonal antibodies immobilized on commercial magnetic particles directed against these
exosomal proteins. The presence of exosomes in serum samples is detected by Semi-Dry
Western blot using horseradish peroxidase (HRP) labeled secondary antibodies
for chemiluminescent detection after pre-separation of the proteins by SDS-PAGE analysis.
The final verification of the presence of exosomes in the isolated fraction is the mass analysis

after proteolytic digestion of the proteins from the gel with modified trypsin.

KEYWORDS

Exosome, extracellular vesicles, imunoprecipitation, magnetic beads, polyclonal and

monoclonal antibody, SDS-PAGE, Semi-Dry Western blot analysis, human serum
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Zoznam skratiek

Ab
AFM
Ag
APC
DC
DLS
DNA
ESCRT

EVs
GTPéaza
HSP

ILVs
Mf
MM
MVBs
MVs
MW
NK
NTA
PEG
PVDF
RNA
RT
SDS-PAGE
SEC
SEM
TEXs

Protilatka (Antibody)

Mikroskopia atomarnych sil (Atomic Force Microscopy)
Antigén (Antigen)

Antigén prezentujica bunka (Antigen Presenting Cell)
Dendritické bunky (Dendritic Cell)

Dynamicky rozptyl svetla (Dynamic Light Scattering)

Deoxyribonukleova kyselina

Cytosolicky endozomalny triediaci komplex (Endosomal Sorting Complex

Required for Transport)

Extracellularne vezikuly (Extracellular vesicles)
Guanozintrifosfataza

Proteiny tepelného Soku (Heat Shock Proteins)

Imunoafinita

Intraluminalne vezikuly (Intraluminal vesicles)

Mikrofluidika (Microfluidic)

Molekulovy marker

Multivezikularne teieska (Multivesicular Bodies)

Mikrovezikuly (Microvesicles)

Molekularna hmotnost’ (Molecular weight)

Zabijacske bunky (Natural killers)

Analyza sledovania nanocastic (Nanoparticle Tracking Analysis)
Polyethylénglykol

Polyvinylidénfluorid

Ribonukleové kyselina

Izbova teplota (Room Temperature)

Polyakrylamidova elektroforéza za pritomnosti dodecylsulfatu
Gélova permeacné chromatografia (Size Exclusion Chromatography)
Skenovacia elektrénova mikroskopia (Scanning Electron Microscopy)

Exozomy odvodené od nadorov (Tumor-derived exosomes)



TEM
™
ucC
UF
WB

transmisnd elektrénova mikroskopia (Transmission Electron Microscopy)
Néadorové mikroprostredie (Tumor Microenviroment)

Ultracentrifugacia (Ultracentrifugation)

Ultrafiltracia (Ultrafiltration)

Western blot
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0 UVOD

Procesy prebiehajice v bunkach na molekularnej urovni su vel'mi komplikované no vel'mi
dolezité pre spravne fungovanie celého organizmu. Bunky neustale medzi sebou komunikuju
a vymienaju si rozli¢né informacie o situaciach prebiehajucich vokol nich. Jednym z typov
komunikacie medzi bunkami je uvol'iovanie extracelularnych vezikul do okolitého prostredia.
Tieto vezikuly nesu rézne informacie o rodi¢ovskych bunkach v podobe lipidov, proteinov ale
aj nukleovych kyselin akymi st mRNA, miRNA ba dokonca aj samotnd DNA. Na zaklade toho
mozno zistit poznatky o Cinnosti astavu buniek nielen pocas fyziologickych ale aj

patologickych procesov prebiehajdcich v bunkéach.

Predmetom zdujmu tejto diplomovej prace si exozémy patriace do skupiny extracelularnych
vezikul. Za posledné roky sa exozomy ukazali byt vel’kym prinosom pri diagnostike ale aj
kontrole liecby rakovinovych ochoreni. KedZe ich pritomnost’ bola dokazana v takmer
vSetkych biologickych tekutindch, izolacia tychto vezikil nie je naro¢nd na materidl.
NajcastejSie sa ziskavaju z l'udskej krvi, konkrétne plazmy ¢i séra ale aj z mocu, slin i plodovej
vody. Je mnoho spdsobov izolacie exozomov ako napriklad klasické pristupy
ultracentrifugacie, utrafiltracie ¢i v tomto pripade imunoprecipita¢né a imunoafinitné metody

v podobe magnetickej separéacie.

Po 1zolacii je nutné dokazat a charakterizovat' pritomnost’ tychto vezikil vo vzorkéach
najcastejSie pomocou pritomnych proteinov na ich povrchu, ktoré sluzia ako diagnostické
markery. Podobne ako pri izolAcii, tak aj pri detekcii existuje celd rada pristupov. Medzi
najpouzivanejSie patria mikroskopické metddy alebo postupy zaloZené na imunoanalyze akym
je napriklad blotting rozdelenych proteinov SDS-PAGE na nitrocelulézovd membranu. Tento
sposob detekcie exozoémov bol pouzivany aj pripokusoch v tejto praci. Medzi novsie
a modernejsie pristupy patria mikrofluidné systémy v podobe mikro€ipov Setriace naklady, ¢as

ale hlavne biologicky materiél.
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1 Medzibunkova komunikacia

Medzibunkova komunikacia je zakladnym znakom mnohobunkovych organizmov a hra
dolezita tlohu v rozvoji nielen fyziologickych procesov ale aj chorobnych, akymi su napriklad
aj autoimunitné, metabolické ¢i dokonca nadorové ochorenia. Schopnost’ buniek prijimat’
signaly od susednych buniek a spravne reagovat’ na svoje okolit¢ mikroprostredie je
rozhodujtica pre v€asny vyvoj, imunitu a normalnu homeostazu a remodelaciu tkaniv [1].
Klasické metddy medzibunkovej komunikacie sprostredkované interakciami bunka-bunka
alebo bunka-matrix zahffiaji vdzbu membranovych proteinov, vyplavovanie signalnych
molekul a tesné spoje. Predpokladalo sa Ze bunky komunikuji medzi sebou najmi
prostrednictvom vylu€ovania solubilnych faktorov. Prikladom s chemokiny, cytokiny, rastové
faktory a $pecifické povrchové receptory buniek [2]. Za posledné desatrocia sa objavil novy
mechanizmus komunikécie, pri ktorom sa proteiny, lipidy a dokonca aj nukleové kyseliny
fyzicky vymienaji medzi bunkami v procese medzibunkového prenosu (Intercellular
Transport, ICT). Bunkovi komunikéaciu prostrednictvom ICT sprostredkuje rozmanity subor
mechanizmov. V sucasnosti boli opisané dva hlavné podtypy ICT na zaklade toho, ¢i je
potrebné priame fyzické spojenie medzi bunkami. Mechanizmy prenosu zavislé od kontaktu
zahfhaju pouzitie membranovych mostikov, bunkovi fagocytézu alebo trogocytdézu
a kombinaciu endocytdzy a proteolyzy proteinov. V sucasnosti existuje iba jeden mechanizmus
ICT, v ktorom sa moZze uskutocnit’ preprava nakladu medzi bunkami, ktoré nie su v priamom
kontakte. Tento typ prenosu vyZaduje uvolnenie materidlu v membranovo viazanej

vezikularnej Struktare, ako su extracelularne vezikuly (Extracellular Vesicles, EVs) [1; 3; 4].

1.1 Vezikularny transport proteinov

Aby bunka spravne fungovala, jej rézne kompartmenty musia navzajom komunikovat’, ¢o je
sprostredkovaneé vezikularnym transportom. Bunky cicavcov vylucujt proteiny z biosyntetickej
drahy exocytozou sekrecnych vezikal alebo regulovanym uvolflovanim sekrecnych ¢i
uskladnenych granul na zéklade fyziologickych stimulov. Prekurzory solubilnych proteinov
obvykle obsahuju N-terminalne signalne peptidy, ktoré ich smeruju do transloka¢ného aparatu
endoplazmatického retikula (ER) a nasleduje tak vezikularny transport z ER cez Golgiho aparat
(GA) na povrch buniek, kde sa nachadzaju luminalne proteiny vratane sekrecnych solubilnych
proteinov. Takto su proteiny uvolfiované do extracelularneho prostredia fuziou sekre¢nych

vezikal odvodenych z GA s plazmatickou membranou [5]. Vezikuly sa nepohybuju nahodne
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Vv bunke, ale riadenym mechanizmom. Do tohto mechanizmu sa zapéjaju kl'icovi hraci, ktori
sprostredkovavaju ICT vezikudl. Jednym zo spdsobov ako to dosiahnut’ je, ze vezikuly v bunke
neustale cirkuluju. Formuju sa z jednej membrany a spajaju sa s druhou, ¢o je prisne regulované
[6; 7]. V poslednych niekolkych desatrociach sa dosiahol obrovsky pokrok pri identifikacii
molekularneho mechanizmu, ktory riadi a reguluje drahy membranového obchodovania. Kazda
transportnd draha vezikul zahfna pucanie vezikul z donorovej membrany, po ktorom nasleduje
transport na spravnu akceptorovii membranu. Aj ked je o tychto procesoch vel’a vieme, to ako
vezikula s prisluSnym nakladom rozpozna partnerskiit membranu zostava zahadou. Dynamickeé
Struktary cytoplazmatickych obalovych proteinov, ktoré cykluji na a mimo membran, sa
podiel'aji na triedeni nakladu a sprostredktivaji pucanie vezikual [6; 8]. V d’alsom kroku po
puceni sa vezikuly transportuju motorickymi proteinmi (kinezin, dynein a myozin) pozdiz

mikrotubulov a aktin-cytoskeletalnych elementov k akceptorovym membranam [9].

Poslednym krokom v transporte vezikul je spojenie: poc¢iato¢na interakcia medzi donorovymi
vezikulami s partnerskou vezikularnou / akceptorovou membranou, veddca k tvorbe
membranovej fazie sprostredkovanej komplexmi SNARE. Proteiny z rodiny Rab koordinuju
tieto transportné udalosti vezikual a zabezpecuju ich presnost’. Faktory ovplyviiujuce spajania
interaguju s prislusnymi Rab proteinmi, aby tak zabezpecili pribliZzenie donorovej membrany
s vhodnou akceptorovou membranou a napokon doslo k ich fizii [6; 10]. Dalsia mozna draha
pre export proteinov zahffia endocytdrnu cestu a flziu multivezikularnych teliesok
(Multivesicullar Bodies, MVBSs) s plazmatickou membranou, ktort popisali Pan a Johnstone

pred vyse 25 rokmi pri dozrievani ov¢ich retikulocytov [11; 12; 13].

1.2 Extracelularne vezikuly

Pri pozorovani medzibunkového priestoru elektronovym mikroskopom bolo Casto vidiet’ malé
Castice, ktorych existencia sa prikladala poskodeniu okolitych buniek akym je nekrdza.
Po zisteni, ze k uvolfiovaniu tychto Castic dochadza pri Specifickych procesoch, sa pohlad
na ich vyznam zmenil [4]. EVSs boli povodne povazované len za odpadové produkty buniek
[14]. Zaposledné roky sa vSak ukazali EVs ako silny sprostredkovatel medzibunkovej
komunikéacie nielen u prokaryot ale aj eukaryot. To najmé vd’aka ich schopnosti transportovat’
rozne proteiny, lipidy, nukleové Kkyseliny atym ovplyviiovat nielen fyziologické ale
i patologické pochody v bunkéch [15]. Bunky nepouzivajt iba vezikularne a tubulovezikularne

transportné nosice na dodavanie nakladu medzi membranami v bunke, ale tiez vytvaraju
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vezikuly sekretované do extracelularneho priestoru. Predpoklada sa, ze tieto extracelularne
membranové Castice funguju ako ,,dopravna linka“ na doddvanie nakladu medzi réznymi
bunkami v organizme. Vezikuly nachadzajdce sa v extracelularnom priestore buniek, su

rozmanité a zavisia od povodu buniek a ich sucasného stavu [16].

1.2.1 Histéria objavenia existencie extracelularnych vezikul

Prva a najvyznamnejsia $tudia preukazujuca existenciu EVs bola uverejnena uz v roku 1946.
De Broe v roku 1977 opisal uvolfiovanie tychto ,,membranovych fragmentov ako znak
zivotaschopnych buniek. Az do zaciatku osemdesiatych rokov sa tieto ,,fragmenty* povazovali
za ,,prach* dosti¢iek alebo zvysky buniek, ktoré priamo pochadzali z plazmatickej membrany.
V roku 1983 priekopnici Pan, Stahl, Harding a Johnstone, prispeli k hlavnému objavu, ze
transferinové receptory spojené s malymi 50 nm vezikulami sa uvoltovali z dozrievajucich
krvnych retikulocytov do extracelularneho priestoru procesom endocytézy a recyklécie
sprostredkovanej receptormi. Cim objavili komplexny model sekrécie EVs, zatial’ ¢o $tudovali
stratu transferinu pocas dozrievania retikulocytov v krvnom obehu [11; 12; 13; 17]. Tento vyraz
sa vSak tiez pouzival na oznacenie inych fragmentov membrany znamych ako ,,exozoémové
komplexy*, ktoré boli izolované z biologickych tekutin a ich velkost’ sa pohybovala od 40 do

1000 nm [17].

1.2.2 Vznik extracelularnych vezikul

Ako uz bolo spominané, na zaciatku osemdesiatych rokov vedci Pan, Stahl a Johnstone objavili
podstatu sekrécie EVs. Domnievali sa, ze EVs st formované priamo z fragmentov plazmatickej
membrany, ktoré boli izolované z kultivovanych buniek a I'udskych telesnych tekutin [11; 12].
Niektoré EVs sa formuju priamo po uvolneni z plazmatickej membrany buniek (PM), akymi
su napr. aktivované alebo apopt6zou indukované mikrovezikuly. Naopak je to pri vnatornych
vezikulach, nazyvanych aj nanovezikuly s velkostou 30 — 200 nm, vytvarajicich sa
v multivezikularnych endozomalnych kompartmentoch, ktorymi su napr. MVBs. K tomuto
javu dochadza pri fuzii tychto kompartmentov s plazmatickou membranou, ¢im dochadza
k vyplaveniu takychto vezikal, akymi st exozémy, do extracelularneho priestoru. Pravdou je,
ze EVs st pomerne heterogénnou skupinou. Je to z toho dovodu, ze vykazujt rozdielne znaky,
zavisiace nielen od mechanizmu ich sekrécie ale aj buniek, z ktorych pochadzaju [18; 19].
Takmer vSetky typy buniek uvolfiuju EVs pritomych v plazme, ako aj v inych telesnych
tekutinach vratane materského mlieka, spermii, slin, mocu a sputa. EVS sa zaasthuju

dolezitych biologickych funkcii a pdsobia ako mechanizmus komunikéacie medzi bunkami. Tato
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medzibunkova komunikidcia moéze byt sprostredkovand medidtormi exprimovanymi

na povrchu EVs alebo transportovanymi v ich limene [15].

1.2.3 Rozdelenie extracelularnyh vezikul
EVs prendSaju molekuly, ako st nukleové kyseliny, proteiny a lipidy, do Specifickych
cielovych buniek a mozno ich klasifikovat’ podl'a ich velkosti, biogenézy, funkcii a zloZenia.

Existuju tri hlavné typy EVs vid’ Obrazok 1 [20]:

(1) mikrovezikuly (priemer 100 - 1 000 nm);
(2) apoptotické telieska (priemer 1 000 - 5 000 nm);
(3) exozémy (priemer 30 - 150 nm).

Prvé dve skupiny predstavuju heterogénne populacie vezikul generovanych ektocytdzou,
pucanim plazmatickej membrany smerom von z bunky. Exozomy sa namiesto toho vytvaraju
zaskrtenim endozomalnych membran a naslednou produkciou MVBs [21]. Mikrovezikuly
(MVs) o vel’kosti od 100 nm do 1 pm su vyluované plazmatickou membranou zivych buniek.
Tieto MVs byvajd pomenované aj ako mikrocastice, onkozoémy ¢i ektozomy v zavislosti
od zdroja buniek alebo vyskumnej oblasti [22; 23]. MVs boli prvykrat identifikované v roku
1967 P. Wolfom, ktory popisoval prokoagula¢né derivaty dosti¢iek, pévodne pomenované
,»prach z dosti¢iek” v stiCasnosti ozna¢ované ako mikrocastice ziskané z dosti¢iek [24]. Aj ked’
presna definicia MVs nie je jednoznac¢na, beZne sa opisuju ako heterogénna populacia
sférickych Struktir, uvolfiovanych ektocyt6zou mechanizmom podporovanym cytoskeletalnou
prestavbou. Je onich zname, Ze exprimuju antigén S$pecifické povrchove molekuly
odpovedajuce ich rodicovskym bunkam. Tato charakterizacia umoziuje ich odliSenie
od exozdmov, ktoré budl podrobne rozobrané v kapitole 2, a presnd identifikéciu ich
bunkového pévodu [22; 25].

Apoptdza je hlavnou formou bunkovej smrti za normélnych fyziologickych podmienok.
V neskorsich $tadidch apoptézy mozu bunky generovat subcelularne membranovo viazané
EVs (ApoEVs) [26]. Podobne ako exozomy a MVs, aj ApoEVs sa klasifikuji ako typ EVSs,
ktoré sa moézu vytvarat z mnohych (ale nie vSetkych) typov buniek vratane T buniek,
monocytov, fibroblastov, endotelidlnych a epitelovych buniek [27]. Podtypy ApoEVs zahihaju
vel’ké membranovo viazané vezikuly, akymi su napriklad apoptotickeé telieska (ApoBDs) alebo
mensie apoptotické mikrovezikuly (ApoMVSs) o priemere <I um. Tvorba ApoEVs ma dve
kla¢ové funkcie: napomahanie odburavaniu apoptotickych buniek fagocytmi a prostriedok

medzibunkovej komunikacie [26]. Signaly pre apoptézu su prenasané prostrednictvom
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signaliza¢nych drah, ktoré nakoniec vedt k aktivacii kaspdz zodpovednych za vykonavanie
destrukcie buniek. Napriek mnohym odli§nostiam v r6znych drahach, vysledkom je vytvorenie
ApoBDs, ktoré st napokon pohltené fagocytmi, akymi sd napr. neutrofily, makrofagy
a dendritické bunky (Dendritic Cell, DC). To vedie ku kone¢nej degradacii v procese zndmom
ako efferocytdza. Sucasné poznatky ukazuju, ze ApoBDs obsahuju zvysky apoptotickych
buniek, t.j. cytoplazmu, organely, DNA, mikroRNA, proteiny a lipidy. Pricom obsah
apoptotickych buniek je nahodne distribuovany do kazdého apoptického telieska. Preto moze
byt konkrétna organela alebo jadrovy obsah pritomny v konkrétnych ApoBDs [28]. Aj ked’ sU
menej zname mechanizmy, ktoré riadia tvorbu ApoBDs v porovnani s inymi typmi EVs,
nedavne $tadie naznacuju, Ze ide o vysoko regulovany proces a bol podrobne prehodnoteny.
Generacia ApoBDs je riadena niekolkymi odlisSnymi morfologickymi krokmi, procesom
znamym ako ,.demontdz apoptotickych buniek* [26]. Demontdzny proces mozno rozdelit’
do troch klucovych krokov: 1. krok — tvorba plazmatickych membranovych membran
na povrchu bunky, 2. krok — generovanie apoptotickych membrénovych vystupkov a 3. krok je
fragmentacia, ktora vedie k tvorbe jednotlivych ApoBDs. Tieto kroky su regulované réznymi
molekularnymi faktormi, ako je Rho-asociovana proteinkinaza ROCK1 a plazmaticky
membréanovy kanal pannexin 1 (PANX1) [27; 29].

Apoptotické Mikrovezikuly Exozémy
telieska 100 nm ~ 1 ym 30 ~ 150 nm
1~5pm

Obrazok 1: Rozdelenie extracelularnyh vezikul na zaklade velkosti a pévodu. Prevzaté a modifikované z [20]
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1.2.4 Struktara extracelularnych vezikal

Ukazalo sa, ze EVS ovplyviiuju nielen susedné ale aj vzdialené ciel'ové bunky indukciou
intracelularnej signalizacie prostrednictvom vézby na receptory alebo prenosom novych
charakteristickych $truktar, v podobe receptorov, enzymov alebo dokonca genetického
materidlu z vezikdl a podielaju sa tak aj na patogenéze viacerych choréb [2; 22; 30]. Obsah
proteinov réznych typov EVs do znacnej miery odrdza obsah rodi¢ovskych bunick a je
obohateny o ur¢ité molekuly vratane adhéznych, molekul transportujdcich membranu, molekdl
cytoskeletu, proteinov tepelného Soku, cytoplazmatickych enzymov, proteinov transdukcie
signalu, cytokinov, chemokinov, proteindz a antigénov Specifickych pre bunky. EVSs navyse
obsahuju mediatorovi RNA (mRNA), nekddujucu RNA (ncRNA) vratane miRNA a dokonca
aj extrachromozomalnu DNA [15]. Membranové proteiny, o ktorych je zname, ze sa zhlukuju
v mikrodoménach plazmatickej membrény alebo na endozomoch, su tiez ¢asto obsiahnuté
v EVs. Zahtnaju tetraspaniny, rodinu, kam sa radi viac ako 30 proteinov zlozenych zo Styroch
transmembranovych domén. Tetraspaniny, ako napriklad CD63, CD81, CD82, CD53 a CD37
boli prvykrat identifikované v B lymfocytarnych exozomoch. V nich moézu byt obohatené viac
ako 100-nasobne v porovnani s transferinovym receptorom, ktory sa v tomto type buniek moéze
povazovat’ za pravy marker plazmatickej membrany, taktiez skorého endozomu. Iné stadie
potvrdili, ze tieto tetraspaniny pritomné v EVs pochadzaju aj zinych zdrojov buniek.
V porovnani s plazmatickou membranou su EVs z rbéznych buniek vysoko obohatené
o cholesterol,  sfingomyelin a  hexosylceramidy na  Ukor  fosfatidylcholinu

a fosfatidyletanolaminu [1].
1.2.5 Vyznam extracelularnych vezikal

Takmer vSetky typy buniek uvoltiuju EVSs, ktoré sa zucastiiuju dolezitych biologickych funkcii
a posobia ako typ komunikacie medzi bunkami [15]. V sucasnosti sa uznava, ze EVs hraju
dolezita Ulohu pri takmer vSetkych fyziologickych ¢innostiach vyskytujucich sa v tkanivach
a organoch. Najintenzivnejsie sa skimajt aj ich lohy v imunolégii, konkrétne: ich modulacia
v lymfocytoch a makrofagoch. TaktiezZ aj v srdci a cievach s oh'adom na stimulaciu koagulacie,
angiogenézy. Je zaujimavé, ze mechanizmus zapojeny do mnohych z tychto procesov je
vymena RNA, vyskytujuca sa medzi bunkami prostrednictvom "obchodovania” s nakladom
EVs [22; 31]. Funkcie EVs vo fyziologickych a patologickych procesoch zavisia od schopnosti
EVs interagovat’ s recipientnymi bunkami pri dodavani ich obsahu proteinov, lipidov a RNA
[15]. Specifickost’ cielovej bunky pre vizbu exozoémov (alebo inych EVS) je pravdepodobne

ur¢ena adhéznymi molekulami, ako st integriny pritomné v EVs. Napriklad T bunky mézu
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ziskavat’ exozomy odvodené z DC obsahujice MHC Il, ktoré sa uvoltiuja v reakcii na pribuzné
interakcie DC s T bunkami. Ziskanie tychto exozomov vyzadovalo aktivaciu T lymfocytov, ¢o
ale bolo zavislé skor od indukovaného vysoko-afinitného stavu LFA-1, a nie na Specifickosti
receptora T buniek. Exozomy nestce na svojom povrchu molekuly MHC 1l a ICAM-1

zo zrelych DC sa mozu ziskavat’ aj pomocou okolitych DC prostrednictvom LFA-1 [1; 31].
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2 Exozomy

Ako uz bolo spominané v predchadzajucej kapitole, exozomy patria do skupiny EVs. Su
klasicky definované svojou velkost'ou, podobnou velkosti intraluminalnych vezikal MVBs (t.].
pod priemerom 150 nm) a ich obsahom proteinov spojenych s endozémami. Termin exozom sa
vsak Casto pouziva v literatare pre EVS malej velkosti, ktoré prechadzaji porovymi filtrami
0 velkosti 220 nm [32]. Su to teda vezikuly v rozmedzi od 30 do 100 nm s hustotou 1,10 - 1,18
g / ml [5; 20; 33]. Exozomy, ako bolo spominané v kapitole o vzniku EVs, boli prvy krat
popisané v retikulocytoch behom maturacie ¢ervenych krviniek, kde umoziuji remodelaciu
plazmatickej membrény a sprostredkovavaju odstranenie transferinového receptoru [11; 12; 13;
34; 35]. V roku 1980 sa exozomy povazovali za jednotky na likvidaciu bunkového odpadu,
ktoré sprostredkovavali novy mechanizmus komunikacie medzi bunkami. Neskor bol tento
termin prijaty pre vezikuly o velkosti 40 — 100 nm, ktoré su uvolmiované pocas diferenciacie
retikulocytov v désledku flzie multivesikularneho endozému (Multivesicular Endosome,
MVE) s plazmatickou membranou. Nakoniec sa o desat’ rokov neskor sa zistilo, ze exozoémy
st uvolnované aj B a T bunkami ¢i DC, zirnymi a epitelovymi bunkami ¢reva, neuronmi
a dokonca aj naddorovymi bunkami podobnym mechanizmom. Ich pritomnost’ bola dokazana
takmer vo vSetkych biologickych tekutinach akymi su krv, mo¢, materské mlieko,

mozgomie$ny mok a inych exudatoch [17; 36; 37; 38].

2.1 Struktiira exozomov

Exozémy sa povazuju za mini verziu ich rodicovskych buniek ato z dbvodu zlozitej
architektdry exozomov z hl'adiska obsahu proteinov, lipidov, nukleovych kyselin a prislusného
obsahu, ktory vysoko zavisi od sucasného stavu pdvodného typu bunky. Velké mnozstvo
konstitutivnych elementov v exozomoch bolo indetifikované z réznych typov buniek vratane
okolo 4400 proteinov, 14 lipidov, 1639 molekal mRNA a 764 miRNA, ktoré ilustruja ich
zlozitost’ a Sirokd Skalu funkcii [12; 39]. ExozOmy, ako je mozné vidiet' na Obrazku 2, su
obalené fosfolipidovou dvojvrstvou a na zaklade ich rozmanitého obsahu sa daju rozlisit” medzi
sebou [40]. Vysoko vykonné proteomické analyzy exozémov odhalili pritomnost’ proteinov
extracelularneho matrixu a bunkového povrchu, ako si kolagény, integriny a galektin,
receptory bunkového povrchu, ako je napriklad receptor B rastového faktora odvodeného
z krvnych dostic¢iek a receptor epidermalneho rastového faktora (Epidermal Growth Factor

Receptor, EGFR), signalne molekuly a intracelularne cytoskeletdlne komponenty plus
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metabolické enzymy a G-proteiny, glykoproteiny hlavného histokompatibilného komplexu
I a Il (Major Histocompatibility Complex, MHC) [5; 36]. Lipidové zloZenie exozémov nie je
uplne charakterizované, ale je zrejmé, ze na rozdiel od svojich buniek pévodu su exozémy
obohatené¢ o cholesterol, ceramid, fosfoglyceridy, z ktorych vSetky mozu poskytovat
Strukturalnu stabilitu. Okrem toho, ze exozomy obsahuju RNA, mo6zu obsahovat aj
jednovlaknova  (ssDNA), genomovl (gDNA), chromozomédlnu DNA (cDNA)
a transponovatel'né prvky [36; 41].
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Obrézok 2: Molekularna stavba exozému. Prevzaté a modifikované z [40]

2.1.1 Proteinova zlozka

Aj ked’ sa lipidom ¢o raz viac priznava, ze zohravaju dolezita ulohu pri exozomalnej funkcii,
proteiny spojené s exozOémami sU taktiez potrebné. Takéto proteiny sa modzu aktivne
zGcCastiovat’ na regulaénych procesoch a sptstat’ bunkové reakcie. Okrem iného su nevyhnutne
zapojené do funk¢nych aspektov exozomov, ako je napriklad interakcia s extracelularnym
matrixom, ¢i védzba a fazia s cielovymi bunkami [42]. Ako uz bolo spominané
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v predchédzajlcej kapitole, exozomy su vysoko bohaté na proteiny s rozliénymi funkciami
akymi su napriklad tetraspaniny zohravajuce Glohu v invazii, penetrécii a pri faziach buniek.
Tetraspaniny, radené k transmembranovym proteinom, st bezne detegované v exozdémoch.
Do tejto rodiny patria CD9, CD37, CD63, CD81 a CD82, ktoré st na ich povrchu nadmerne
exprimované a preto slizia ako potencidlny exozomalny diagnosticky marker. Niektoré
tetraspaniny st bohatSie zastupené v exozdmoch ako Vv ich rodi¢ovskych bunkach. Prikladom
je tetraspanin CD9, ktorého pritomnost’ bola desatnasobna pri exozoOmov pochadzajucich z DC.
Tetraspaniny byvaju hojne detegovaneé pri exozomov odvodenych z B-lymfocytov [16; 38; 43;
37]. Dalej sem patria proteiny tepelného $oku (Heat Shock Proteins, HSP) HSP70, HSP90,
zodpovedné za prezentdciu avazbu antigénu. Protein tepelného Soku HSP70 konkrétne
vyzaduje, aby sa fosfatidylserin z endozomalnej membrany zicastnil na procese vytvarajucom
exozomy. Do proteinovej zlozky sa radia adhézne proteiny ako ICAM-3 (CD50) ale aj proteiny
pre formovanie MVBs akymi sU anexiny aRab, podielajuce sa na sekrécii a transporte
exozoémov [16; 44]. Medzi tieto proteiny mozno zaradit’ i urcité ¢leny zapojené do biogenézie
exozomov ako napriklad Alix, flotillin, a TSG101, ¢im sa exozomy odlisuju od ektozomov
uvolfiovanych pri vylu€ovani plazmatickej membrany, zatial ¢o iné proteiny, Specificky
obohatené v exozomoch, sa Siroko pouZzivaju ako exozomalne markery (napr. TSG101, HSP70,
CD81 a CD63) [39]. Protein Alix je asociovany s ESCRT-III a viaze polyglycerofosfolipidovy
bismonoacylglycerofosfat (BMP), ktorym st $pecificky obohatené endozomy a lyzozomy [45].
Pre zhrnutie ako navrhuje Mathivanan a kol. vid Obrazok 3, najcastejsie sa vyskytujlce
exozomalne proteiny sa daju rozdelit’ do niekol’kych funkénych skupin: enzymy (32%), najma
rodina Rab GTPaz, ul'ah¢ujuce dokovanie a fuziu membran; cytoskeletalne proteiny (16%), ako
je tubulin a aktin; HLA antigény, najmd MHC | a Il; proteiny tepelného Soku (8%), ako je
Hsp70, Hsp90; proteiny signalnej transdukcie (4%) laktadherin a d’alsie [46; 47].
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Obréazok 3: Percentualne zastUpenie jednotlivych tried proteinov v exozomoch. Prevzaté a modifikované
z [47]

2.1.2 Lipidova zlozka

Zda sa, ze lipidova vrstva cirkulujdcich exozdmov je zlozena najmi z lipidov tvoriacich
plazmaticki membranu, vratane sfingomyelinu, fosfatidylcholinu, fosfatidyletanolaminu,
fosfatidylserinu, gandliozidu GM3 a fosfoinozitolu [1]. Vo vSeobecnosti sa exozémy SU
bohatsie na sfingomyeliny, cholesterol, GM3 a fosfatidylserin v porovnani s ich rodi¢ovskymi
bunkami. Sfingomyelin a cholesterol st spojené vodikovymi vazbami, ¢oho vysledkom je tesny
spoj sfingomyelin — cholesterolova dvojvrstva a nizka permeabilita pre vodu. Takto poskytujd
odolnost’ voc¢i detergentom. GM3 moZe hrat’ Glohu ako stabilizator exozomalnej steny
a chranit’ vezikuly proti interakcii so zlozkami v krvnom rieCisku. Biologicka rola
fosfatidylserinu sa moze 1isit’ ¢o sa tyka vezikularnej populacia a zdrojov buniek [42]. Okrem
fosfolipidov fosfatidylserinu (PS) a BMP, ceramid spusta drahu exozomalnej biogenézie,
nezavisli od mechanizmu ESCRT [41]. Cholesterol zvysuje sekréciu exozémov pozitivnych
na flotillin-2. Okrem toho sa lipidové transportéry, ako napriklad ABCAS3 transportujlce
fosfatidylcholiny, tak isto sa podielaji na syntéze exozOémov. Bismonoacylglycerolfosfat
(Bismonoacylglycerophosphate, BMP) je polyglycerofosfolipid, ktorého umiestnenie
v bunkéch je obmedzené na MVBs a lyzozdmy. Z toho vyplyva, Zze BMP je potrebny pre ich
tvorbu a nasledne na biogenéziu ILVs. Okrem iného BMP viaze Alix protein, ktory je stcast’ou
mechanizmu ESCRT a chaperénovy protein HSP70. Obsah BMP a pritomnost’ proteinu Alix
interagujuceho s BMP su rozhodujuce pre obsah cholesterolu u MVBs. IVLs zhromazd'uja

cholesterol uz pocas ich tvorby z endozomalnej membrany a tak nasledne st exozoémy bohatsie
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na obsah cholesterolu na rozdiel od rodi¢ovskych buniek. Komplexy ESCRT indukuju laterdlnu
separaciu lipidovej fazy a vytvarajua usporiadané membranové mikrodomény za predpokladu,
ze cholesterol predstavuje viac ako 10% membranovych lipidov. Cholesterol sa mdze zaviest’
do endozémov a na ILVs pomocou $pecialnych transportérov, ako je ABCGL, ktory bol

pozorovany v neskorych endozémoch [45].

2.1.3 Nukleové kyseliny

Objav schopnosti APC vylucovat exozomy svojou vlastnou imunostimula¢nou aktivitou
zmenil pristup vedeckého sveta k vezikuldm tohto typu. V roku 2007 Valadi a kol. ukézali, ze
exozomy su schopné niest’ Siroky stibor RNA [39; 48]. Okrem vybranych proteinov ¢i lipidov
exozomy obsahuju aj rozne vzory RNA, ktoré sa mézu zaclenit’ do recipientnych buniek. Dnes
sa uz vie, ze okrem mRNA a mikroRNA (skratene miRNA) su d’alSie triedy RNA prenasané
exozomami: tRNA, rRNA, snRNA, snoRNA, piRNA a scaRNA. V stuc¢asnosti existuji priame
udaje naznacujuce, Ze exozomy nesu viac ako 750 miRNA a 1500 mRNA. Ich zloZenie v
mikrocasticiach zavisi od typu biologickej tekutiny a stavu tela [47; 49; 50]. Analyza RNA
sekvenovanim ukdazala, ze mikroRNA boli najcastejSie zastupené z exozomalnych druhoch
RNA pochadzajicich z 'udskej plazmy. Akonahle si miRNA zabalené do exozémov, moézu
prejst jednosmernym prenosom medzi bunkami, ¢o vedie K vytvoreniu medzibunkovej
dopravnej siete, ktora zase vyvolava prechodné alebo pretrvavajuce fenotypové zmeny u
recipientnych buniek. Vdaka Struktire exozoémalnej membrany je miRNA chrénena pred
degradaciou RNaz. Vd’aka ¢omu sa exozomalna miRNA stala v poslednych rokoch horicou
témou [51]. Typy miRNA, ako miRNA-214, miRNA-29a, miRNA-1, miRNA-126 a miRNA-
320, ktoré sa zlcastiiuju angiogenézy, hematopoézy, exocytdzy a tumorgenézy, uz boli
zaznamenané v exozomalnej bunkovej komunikacii [39]. Profil RNA exozémov sa lisi od
profilu bunkovej RNA, pretoze exozomy obsahuji hlavne kratku RNA, ako je mRNA a miRNA
a mall, ¢i dokonca Ziadnu ribozoméalnu RNA. Dalej, najviac obohatené RNA v exozémoch nie
st najhojnejsie zastupené RNA v produkujiicej bunke, ¢o naznacuje triedenie Specifickej
MRNA a miRNA do limenu exozdmov. Mechanizmus tohto triedenia este nie je znamy, ale
ukazalo sa, ze RNA-indukovany tlmiaci komplex (RISC) potrebny pre miRNA a malu
interferujicu RNA (siRNA) na inhibiciu mRNA je spojeny s endozomalnou cestou [52].

Podl'a niektorych autorov, okrem toho, Ze exozomy obsahuju r6zne druhy RNA, tieto
mikrovezikuly uvol'fiované nadorovymi bunkami, ako uz bolo spominané, mozu obsahovat’ aj
sSDNA, gDNA, cDNA [36]. Thakur a kol. preukézali, ze pouZzitim enzymov, ktoré $pecificky
Stiepia dvojvldknovi DNA (dsDNA) a ssDNA, je vicSina DNA obsiahnuta v exozémoch
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v podobe dsDNA [53]. V poslednych rokoch Takahashi a kol. zistili, Ze inhibicia sekrécie
ex0zOmov normélnymi bunkami viedla k akumulacii fragmentov jadrovej DNA, ¢o sposobilo
starnutie buniek a indukciu apopt6zy [54]. To naznacuje, ze akumulacia Skodlivych fragmentov
DNA v cytoplazme sa uvolfiuje do vonkajSicho prostredia pomocou exozémov a exozoémy
prispievaju k udrziavaniu bunkovej homeostazy [55]. Aj ked’ existuji spravy naznacujice, ze
DNA je zapuzdrend v exozémoch, Kawamura a kol. ukazali, ze DNA je pritomna na povrchu

exozOmov a je potrebné objasnit’ vyznam jej lokalizacie [48].

2.2 Biogenéza exozdmov

Vznik exozémov (vid® Obrazok 4) je generovany endozomalnou cestou, veducou najprv
k tvorbe MVBs, patriace medzi endozomalne organely charakterizované mnohonasobnymi
intraluminalnymi vezikulami (Intraluminal Vesicles, ILVs) ohrani¢ené vonkajSou membranou
[45; 56]. Endocytarne drédhy su spojené so skorymi endozémami, ktoré sa vyznacuju
pritomnost’ou malej GTPéazy z rodiny Rab, Rab5. Skory endozém sa oznacuje aj ako triediaci
endozdém, pretoZe proteiny mozu byt recyklované do plazmatickej membrany, privedené trans-
Golgiho sietou alebo oznacené pre degradaciu v lyzozomalnej drahe. Lyzozomalne triedenie
zahffa prenos proteinov do neskorych endozémov, ktoré st rovnocenné s MVBs. Neskoré
endozoémy sa vyznacuji d’alsou malou GTPazou rodiny Rab, Rab7 [57; 58]. Iniciacnym krokom
v tvorbe exozomov je teda vytvorenie ILVs vnatornym vypucanim membrany MVBs vplyvom
fyzikalnych ale aj chemickych podnetov [45; 56]. Tieto MVBs tak obsahuju okolo 40 — 100 nm
vel'ké ILVs, ktoré sa postupne hromadia pocas dozrievania neskorych endozémov. Su to vlastne
prelyzozomalne $truktary patriace do degradujucej endozomalnej drahy. Tvorba ILVS pocas
konverzie neskorych endozémov na MVBs spociva aj v akumulacii réznych lipidov vratane
cholesterolu, sfingomyelinov, a najmé ceramidu, ktory hra délezita tlohu pri tvorbe tychto
vezikdl. Exozomy napriek tomu Ze pochadzaju z rozli¢nych typov buniek nadobudaju pri svojej
syntéze uréity spolo¢ny subor molekul nevyhnutny pre vznik ich §truktury ako aj transport [5;
22; 32]. Formovanie skorych endozémov a MVBSs sa zvySuje pri signalizacii prostrednictvom
receptorov rastového faktora, Co naznacuje, ze bunka upravuje produkciu exozémov podla
svojej potreby. Generacia MBVs taktiez sprostredkovava tvorbu a sekréciu exozomov [23].
Kritickym aspektom procesu je akumulacia a spracovanie ubikvitinovanych proteinov, ktoré sa
prostrednictvom cytosolickeho endozomalneho triediaceho komplexu (Endosomal Sorting
Complex Required for Transport, ESCRT) prenasaju z plazmatickej membrany a endozomov
do IVLs [31].
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2.2.1 Vyznam cytosolického endozomalneho triediaceho komplexu

Vzhladom na rozmanitost exozomalnych proteinov: transmembranovych, periférne
asociovanych membranovych proteinov, cytosolickych proteinov a chaperénov sa predpoklada,
ze ich transport na endozomalnej Urovni do ILVs zahiiia niekolko tucastnikov, akymi su
napriklad komponenty systéemu ESCRT, lipidy a/ alebo tetraspaninmi obohatené mikrodomény
[59]. Natvorbe a sekrécii exozomov sa podiel'a mnozstvo molekul, ako aj uz v predchadzajucej
kapitole spominany ESCRT komplex [31]. ESCRT je zahrnuty v biogenézii MBVs ako aj IVLs.
Tento komplex pozostdva z multipodjednotkového mechanizmu, tvoreného priblizne
dvadsiatimi proteinmi. Tie sU zoskupené do systému Styroch samostatnych proteinovych
komplexov ESCRT-O0, -I, -II, -111 [13; 60; 61]. Kazdy z tychto komplexov zohrava inu Glohu
od interakcie s ubikvitinovanymi membranovymi proteinmi az po deforméaciu, nastiepenie
membrany a jej oddelenie. [62]. Dva typické exozomaélne proteiny s Tsgl01, ktory patri
do proteinového komplexu ESCRT-1 a ALG-2 interagujuci protein-X (ALG-2 interacting
protein-X, Alix), ktory je asociovany s komplexom ESCRT-I1I [38; 45; 63]. Komplex ESCRT-
0, pozostavajuci z tyrozinkindzového substratu regulovaného hepatocytovym rastovym
faktorom (Hepatocyte Growth Factor-Regulated Tyrosine Kinase Substrate, Hrs)
a adaptérovou molekulov prenasajucou signal (Signaltransducing Adaptor Molecule, STAM)
[64].

ESCRT mechanizmus je iniciovany rozpoznavanim a vychytavani ubikvitinovanych proteinov
podla S$pecifickych domén endozomalnej membrany pomocou Hrs ubikvitin viazanych
podjednotiek komplexu ESCRT-0. Hrs takto aktivuje Tsg101 protein asociovany s komplexom
ESCRT [, ktory je taktiez schopny rozoznat’ ubikvitinové skupiny. ESCRT I nésledne stimuluje
ESCRT Il prostrednictvom ESCRT I1. Nakoniec disociécia a recyklacia ESCRT mechanizmu
vyzaduje interakciu s Vps4, kvoli dodaniu potrebnej energie [59]. Po interakcii komplexov
ESCRT-lall dbjde k spolupréaci s poslednym komplexom ESCRT-III anésledne sa cely
aktivovany systém zapoji do procesov tvorby exozémov. Nakoniec doché&dza k nastiepeniu
vézieb na prislusni formu IVLs. Komplex ESCRT-III riadi Stiepenie a separuje tieto IVLs
z membrany MVBs pomocou AAA-ATPazy Vps4, ktory dodal potrebni energiu [1; 13; 39;
61]. Naprick kontroverzii, ¢i je uvolniovanie exozomov naozaj regulované mechanizmom
ESCRT, boli uz v exozémoch izolovanych z réznych typov buniek identifikované niektore

komponenty ESCRT komplexov spolu s ubikvitinovanymi proteinmi [39].
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2.2.2 Obrazok 4: Biogenézia exozomov za Gi¢innosti mechanizmu ESCRT. Prevzaté
a modifikované z [31]Biogenézia nezavisla na ESCRT mechanizme
Niektoré Stadie naznacuju, Ze biogenéza MVBS sa moze vyskytnit bez ESCRT. Napriklad sa
ukazalo, ze napriek simultinnemu umlcovaniu kl'ai¢ovych podjednotiek vSetkych Styroch
komplexov ESCRT sa ILVs stéale tvoria v MVBs, ¢o naznaCuje pritomnost’ mechanizmov
nezavislych od ESCRT [65]. Na zaklade pozorovani oligodendroglialnych bunkovych linii,
ktoré secernuju proteolipidovy protein v spojeni s exozOmami, bolo zistené, Ze nevyzaduju
pre biogenézu a sekréciu exozémov mechanizmus ESCRT. Ale su zavislé od sfingomyelinazy,
enzymu, ktory produkuje ceramid. Tieto pozorovania st v stlade s pritomnost'ou vysokych
koncentracii ceramidu a jeho derivatov v exozdmoch [41]. Tetraspaniny, transmembranoveé
proteiny bohato obsiahnuté v exozomoch, st taktiez zapojené do ich uvolfiovania nezavisle
od komplexu ESCRT. Pocas stadie Arthit Chairoungdua akol., sa ukazalo Ze expresia
tetraspaninov CD9 a CDS82 zvySuje exozomalne uvoltiovanie B-kateninu z nadorovej linie
buniek HEK293 [66]. V tej istej Stadii autori tiez zistili, ze CD9 dendritickych buniek kostne;j
drene z mysi vyluduji v mensej miere fotillin-1 asociovany s exozoémami. Dal§im
tetraspaninom, o ktorom sa ukézalo, Ze je zapojeny do biogenézy exozoémov, je Tspan8. Jeho
expresia v bunkach adenokarcinbmu potkana neovplyvnila sice celkové mnozstvo

sekretovanych exozoémov, ale skor pozmenila mRNA a proteinové zlozenie exozémov [67].
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Existencia mechanizmov pre tvorbu MVBs nezavislych od ESCRT je podporena zistenim, Ze
bunky sucasne ochudobnené o Styri podjednotky komplexu ESCRT su stale schopné vytvarat’
CD63-pozitivne MVBs, ked’ze sa zistilo Ze tetraspanin CD63 tiez zohrava Glohu pri tvorbe

exozémov [1; 15; 65].

2.3 Sekrécia exozOmov

Bunky cicavcov vyluéuju proteiny exocytarnou drahou na zaklade fyziologickych stimulov,
pri ktorych dochadza k uvoliovaniu sekreénych alebo zasobnych granul. Dalsou moZnostou
pre transport proteinov je endocytarna draha, ako je tomu aj v pripade exozémov [59]. Exozémy
uvolmované z buniek mozu posobit’ parakrinne alebo dokonca endokrinne, aby modifikovali
spravanie susednych buniek alebo vzdialenych buniek. K prenosu signalov do buniek dochéadza
priamym kontaktom medzi exozoOmom a bunkovou membranou, bud’ prostrednictvom
receptorov bunkového povrchu, flziou tychto dvoch membran alebo endocytézou. Kombinécia
Specifickych molekul bunkového povrchu na exozémoch je kritickd pre cielené oznacenie
a adhéziu buniek [36]. Exozomy sU tak uvolmiované priebezne alebo po aktivacii bunkovej
sekrécie u Zivota schopnych buniek. No v Ziadnom pripade nie su sekretované z lyzovanych
buniek ¢i apoptotickych teliesok. Je zname ze véacSina buniek ako su retikulocyty, DC, B-a T-
bunky, trombocyty, epitelidlne bunky, neurdny, oligodendrocyty, schwanove atumoroveé

bunky st schopné uvoltiovat exozomy [38; 58].

AvSak prevazna vacsina exozomov v cirkulacii poch&dza z krvnych dosti¢iek. Za normalnych
okolnosti 80 % tychto vezikdl poché&dza z dosticiek, 10 % z endotelii a 10 % sU sekretované
z leukocytarnych buniek [58]. Na rozdiel od inych EVs nie st exozémy uvolfiované
odstiepenim plazmatickej membrany ale vylucuju sa z vnutrobunkového kompartmentu
spojeného s neskorym endozémom. Neskoré endozémy obsahuji mnoZstvo uz spominanych
MVBs pohybujucich sa pozdiz mikrotubulov aby sa tak mohli spojit s plazmatickou
membranou a nasledne dochadza k sekrécii IVLs do extracelularneho priestoru. Tieto IVLs sa
tak nasledne nazyvaju exozomy [32; 45]. Okrem toho su do tejto drahy zapojené Rab

guanozintrifosfatazy (GTPazy), G-proteiny, proteinkindza D, glykosfingolipidy a flotillin [13].

2.3.1 Regula¢né mechanizmy sekrécie exozOmov
Ako uz bolo spomenuté v predchadzajucej kapitole, k sekrécii exozomov dochadza fuziou
MVBs a bunkovej membrany. Takato fuzia zavisi od niekol’kych proteinov Rab GTPazy [36].

Ukazalo sa, Ze niekol’ko Rab GTPaz pdsobia ako kli¢ové regulatory exozomalnej sekreénej
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drahy. Rab proteiny st velkou skupinou malych GTPaz regulujicich transport proteinov
prostrednictvom endocytarnych a exocytarnych drah vo vsetkych typoch buniek. Okrem toho
su tieto proteiny Rab zapojené do membranového ,,obchodovania“ t.j. pucania stien vezikdl,
flzie membran a transportu vezikal pozdiz aktinu a tubulinu. Rab GTPazy st zloZzené
z priblizne 70 rdznych proteinov. Bezné zahfiiaji Rab11, Rab27 a Rab35. Vsetky tieto proteiny
sa totiz podiel’aju na transporte endolysozomalnych vezikal smerom k plazmatickej membrane
[13]. GTPazy Rabll, Rab27a a Rab27b kontroluju sekre¢né drahy vratane uvolfiovania
exozémov, pravdepodobne reguléciou transportu MVBs k plazmatickej membrane, prilnutim
vezikdl k plazmatickej membréne a pomahaju tak ich fazii s nou [12; 37; 68]. Komplex
rozpustného N-etylmaleinimidového senzitivneho faktorového vézbového proteinového
receptora (SNARE) riadi membranovua faziu, a teda sekréciu exozémov. Proces fuzie zacina
interakciou membranového proteinu synaptotagminu pdsobiaceno ako kalciovy senzor
lokalizovany na MVBs a proteinu plazmatickej membrany, syntaxinu. Nésledne akumulované
MVBs sa spoja s plazmatickou membranou cez trans-SNARE komplex pozostavajuci
z v- SNARE a t-SNARE proteinov ukotvenych na MVBs a plazmatickej membrane, ¢o vedie

K uvolfiovaniu exozoOmov do mimobunkového prostredia [69; 70].

2.4 Funkcia exozOmov

Exo0zomy sa podielaju na roznych funkciach, ako je napriklad eradikécia zastaranych molekul;
prezentacia antigénu, progresia nadoru podporou angiogenézy a migracie nadorovych buniek
pocCas metastaz, diferenciacia regulacnych T lymfocytov alebo myeloidnych buniek
na potlacenie imunitnych reakcii a Sirenie patogenézy prostrednictvom interakcie
s recipientnymi bunkami. Funkcie EVs zavisia od ich schopnosti interakcie s recipientnymi
bunkami a dodavania ich obsahu proteinov, lipidov a RNA do tychto buniek. Specifickost
vazby na ciel'ové bunky je riadend adhéznymi molekulami, ako st napriklad integriny. Podobne
sa exozomalne tetraspaninové komplexy tiez podiel'aju na selekcii cielovych buniek in vitro

a in vivo, pravdepodobne modulaciou integrinov [17].

2.4.1 Exo0zOmy a imunitny systém

Normalne fyziologické funkcie exozomov zostavaji zvacSa nepreskimané. Doteraz jediné
poznatky o ich ulohe v zdravom prostredi zahfiiaji normalnu synaptick fyziologiu
a modulaciu imunitnej reakcie v dosledku ich schopnosti prezentacie antigénu a aktivacie

T- buniek, ked’ su odvodené od kompetentnych antigén prezentujicich buniek (APC), ako st
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napriklad DC. Exozomy hraju signalnu tlohu v imunitnom systéme, pricom nezrelé DC
prenasaju molekuly MHC prostrednictvom exozomov do inych DC, aby tak vyvolali imunitnd
odpoved’ [36; 71]. Exozomy tak mdézu stimulovat’ DC, aby produkovali cytokiny IFN-y,
TNF- a, aby sposobili zépalovu odpoved’, a tiez mozu zvysit’ expresiu molekul bunkového
povrchu v DC, ako su MHC-I alebo MHC-II, ktoré by mohli aktivovat’ vysledné T lymfocyty
pri d’alSej imunizacii buniek [44]. Biologicky vyznam exozémov bol vSak podrobnejSie

skimany v oblasti rakoviny [36].

2.4.2 Uloha exozémov v karcinogenézii

Kazdy krok exozomalnej biogenézy vratane ich transportu k plazmatickej membrane, fzii
a uvolnovaniu je vysoko organizovany a regulovany proces. Pri nddorovych zmenach sa tento
funkény systém potencialne meni [12]. Zda sa, Ze zlozita komunikacna siet’ sprostredkovana
exozOmami, vytvorend medzi nadorovymi a nenaddorovymi bunkami je zapojena do kazdého
kroku progresie rakoviny, od rastu nadoru az po Sirenie buniek [71]. Exozomy sluZzia ako Géinny
komunikaény systém medzi nadorom a hostitel’skymi bunkami [72]. Uloha imunitného systému
pri vyvoji a progresii rakoviny je uz davno objasnena [73]. Ludské nadory vsak vyuzivaju rozne
mechanizmy na to, aby sa vyhli imunitnému systému a chrénili sa pred tumor indukovanou
imunosupresiou [74].

Rakovinové bunky vyvinuli exozoémami sprostredkované mechanizmy na podporu priaznivého
nadorového mikroprostredia (Tumor Microenviroment, TM), ktoré podporuje rast nadoru
prostrednictvom zvySenej proliferacie buniek a tniku do apoptézy. Proliferativne rakovinové
bunky vykazujd: (a) zvécsenie rakovinového tkaniva s angiogenézou, (b) ziskanie migra¢nej
a invazivnej funkcie, (c) nadobudnutie schopnosti zabraneniu napadnutia imunitnymi bunkami,
(d) tvorbu metastatickych 1ézii. Na zaklade doterajSich $tadii sa ukazalo, Ze exozOémy sa
podielaju na kazdom z tychto procesov. Ako uZz bolo povedané, exozomy odvodené
od nadorovych buniek maji schopnost’ indukovat’ angiogenézu. To umoziuje TM pristup
k Zivinam, kysliku a odstrafiovaniu odpadu a prispieva tak k metabolickému preprogramovaniu
rakovinovych buniek poskytovanim prostriedkov na ich trvalt proliferaciu [55]. Schopnost’
nadorov stat’ sa invazivnymi a $irit’ sa vysoko podporuju tieto rakovinové exozémy, ktoré nesu
informaécie, prispievajuce k remodelacii extracelularnej matrix (Extracellular Matrix, ECM),
migracii rakovinovych buniek a invazii. A nakoniec, rakovinové exozomy zohravaju kl'aicovu
ulohu pri Gniku nadoru z imunitného dohl'adu [71]. Spomedzi Sirokého spektra mechanizmov
prispievajucich k imunosupresii v TM, novsie S$tadie identifikovali exozomy odvodené

z nadoru ako nosi¢e imunosupresivnych proteinov, ktore po dodani recipientnym imunitnym

35



bunkdm preprogramuju jej funkcie, ¢o nésledne vyvola potlacenie protinadorovej aktivity.
Exozomy tiez su schopné preprogramovat neimunitné bunky v TM, premiefiaji ich
na vyrobcov faktorov, podporujlce rast nadoru na jednej strane a potlacaji funkcie imunitnych
buniek na strane druhej [17; 72]. Imunitné bunky v TM vylu¢uji chemokiny, cytokiny, rastové
faktory a proteolytické enzymy, ktoré mozu povzbudit’ progresiu nadoru, modulovat’ imunitné
Giniky alebo aktivne usmrtit’ nadorové bunky. Dalej je ndbor a migracia imunitnych buniek
do TM riadena dynamickou signalizaciou a exozoémy su kli¢ovou stucastou tychto interakeii.
Exo0z6my z rakovinovych buniek mézu priamo aktivovat’ prirodzene zabijac¢ské bunky (Natural
Killers, NK), makrofagy, B a T bunky [75; 76; 77]. Reakcia NK buniek a T buniek na patogény
a nadory je regulovana integraciou signalov z mnohych receptorov exprimovanych na ich
bunkovom povrchu, ktoré mézu iniciovat’, zosilnit’ alebo potlacit’ ich efektorové funkcie. Zatial
¢o pri rozpoznavani a aktivacii T-buniek dominuju antigén-Specifické receptory T-buniek
(TCR), NK bunky pouzivaju rozsiahly repertodr receptorov, z ktorych mnohé su tiez
exprimované T bunkami. Jednym z najlepSie charakterizovanych receptorov zdielanych
NK a T bunkami je NKG2D [78].

Rakovinové bunky produkuju velké mnozstvo exozémov nesucich proapoptotické molekuly,
ako je Fas ligand (FasL) a TRAIL, schopné indukovat’ apoptdzu v aktivovanych T bunkach,
a tym blokovat’ imunitni odpoved’. V roku 2005 Huber a kol. uviedli, Ze FasL exprimovany
na povrchu exozémov odvodenych z buniek rakoviny hrubého cEreva sposobil apoptozu
T buniek [79]. Okrem toho v roku 2006 Liu a kol. publikovali, Ze exozomy pochadzajlce
z buniek rakoviny prsnika prispievaju k rastu nddoru blokovanim proliferécie a aktivicie NK
buniek sprostredkovanej IL-2 [80]. Podobne Clayton a kol. publikovali, Ze exozomy
pochadzajice z rakovinovych buniek potlacaju expresiu NKG2D, ktora je potrebna
na aktivaciu NK buniek [81]. De Vrij a kol. v roku 2015 uviedli, Ze exozomy ziskané z gliomu
indukovali diferenciaciu monocytov na imunosupresivne makrofagy [82]. Exozomy
pochédzajuce z rakovinovych buniek indukuju smrt’ imunitnych buniek alebo inhibuju ich
aktivaciu alebo diferenciaciu v tele, aby tak zohravali délezitu ulohu pri napomahani
rakovinovym bunkam vyhnut’ sa Gitokom takychto buniek [55].

Exozémy vylucované rakovinovymi bunkami tieZ obsahuju molekuly, ktoré umozZiuju
nadorom rast’ a aktivne tvorit’ metastazy: transmembranove proteiny ADAM10, ADAML17,
kadherin-11 [83]. Migrécia a invazia rakovinovych buniek je v tomto procese doblezita
a povazuje sa za prvy krok k Sireniu naddorov do okolia. Pri invazivnom procese je dolezita
expresia a aktivacia faktorov degradujucich proteiny. V roku 2010 McCready a kol. uviedli, ze

HSP90o existuje na povrchu exozémov ziskanych z rakovinovych buniek s vysokou
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invazivnou kapacitou, ktory posobi autokrinne a aktivuje plazminogén na zvySenie invazivnej

kapacity rakovinovych buniek [55; 84].
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3 Vyuzitie exozomov v diagnostike nadorovych ochoreni

Pretoze exozémy sa uvol'niuju na vysokej urovni pocas progresie rakoviny, mnozstvo exozémov
zistené u pacientov s rakovinou je ovela vysSie ako mnozstvo od zdravych jedincov [43].
Vicsina cirkulujacich exozomov sa uvolfiuje dostickami, lymfocytmi, DC a dalSimi
imunitnymi bunkami. Odhaduje sa, ze exozomy uvolfiované tymito bunkami tvoria 80 — 90 %
exozomov v sére / plazme. Okrem toho velkéd c¢ast’ cirkulujucich exozémov sa uvoltiuje
endotelialnymi bunkami a v krvi pacientov s rakovinou malignymi bunkami - exozomy
odvodené od nadorov (Tumor-Derived Exosomes, TEXSs). Jednotlivé populacie exozomov sa
daju rozlisit’ na z&klade ich moznych povrchovych antigénov. Preto identifikacia a izolacia
TEXs cirkulujicich v krvi, ktoré su vel'mi zaujimavymi diagnostickymi ciel'mi, predstavuje
naro¢nu vyzvu vyzadujicu znalost’ $pecifickych nadorovych markerov [85; 86]. Schopnost
detegovat’ a izolovat’ TEXS teda moze vyskumnikom umoznit’ skimanie intracelularnych
signalov medzi bunkami a analyzu funkénych molekularnych komponentov (proteiny, mRNA

a mikroRNA), ¢im sa poskytnu z&sadné informécie o diagndze a progndze rakoviny [43].

3.1 Metddy izolacie a detekcie exozOmov

Periférna krv je vo vSeobecnosti 'ahko pristupnym materidlom pre diagnostiku pomocou ¢oho
mozno ziskat’ dolezité klinické informacie o §tadiu ochorenia a odpovedi na liecbu. Sice sérum
aj plazma obsahujui exozémy, no je vSak dolezité si uvedomit’, Ze sicasne tieto vzorky obsahuju
aj cirkulujuce bunky a subcelularne Struktary, ako su zvysky buniek a d’alSie triedy EVS. Preto
obsah tychto cirkulujtcich $truktar spolu s ,,rozpustnymi*“ zlozkami krvi (napr. lipoproteiny
a bohato zastipené — abundantné sérové proteiny) by mal byt povazovany za ,.kontaminaciu®
v pozadi $tudii zameranych na exozémy [85]. Konven¢né metddy izolacii exozémov sU
zalozené na ich fyzikalnych vlastnostiach, ako je velkost' a hustota, ktoré zahfiaju
ultracentrifugéciu  (Ultracentrifugation, UC), centrifugaciu s hustotnym gradientom,
ultrafiltraciu  (Ultrafiltration, UF), gélova permeacni chromatografiu (Size Exclusion
Chromatography, SEC). Dalej zalozené na ich rozdielnej rozpustnosti (chemické zréZanie,
imunoprecipitacia), ¢i na zaklade ich molekulového zloZenia (imunoafinitné metody, IA) akou
je napr. enzymova imunoanalyza na pevnej faze (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay,
ELISA) [22; 43; 87; 88].
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3.1.1 Ultracentrifugacia

Pre izolaciu exozémov sa UC metoda povazuje za zlaty Standard izolacie exozoémov [43; 89;
90]. Princip tejto metody spociva v oddeleni exozémov od ostatnych zloziek pritomnych
vo vzorke na zéklade ich objemu a fyzikalnych vlastnosti, ako je hustota pohybujlica sa
v rozmedzi 1,10 — 1,18 g / ml [33]. V pripade vSetkych spésobov odstred’ovania oddelenie
exozomov a d’alsich EVs od extracelularnej matrice zavisi teda od hustoty, velkosti a tvaru,

pri¢om véicsie Castice 0 vysSej hustote sedimentuju ako prve.

Samotna UC so sebou nesie riziko kontaminécie inymi vezikulami vratane agregatov
a lipoproteinov, ktoré sa tiez usadzuju (peletuju) vysokorychlostnym odstredenim. Preto sa
pouziva centifugacia s gradientom hustoty ako pokracovanie UC, ¢im sa umoznuje lepSie
oddelenie Castic, ked’ je potrebna ich mimoriadna ¢istota [91]. Centrifugécia v hustotnom
gradiente je zaloZené na UC vzoriek spolu s netoxickym médiom s gradientom hustoty napr.
sachardzy alebo jodoxinolu na d’al$iu purifikaciu exozémov. Po centrifugacii pri 100 000 x ¢
pocas 16 hodin sa exozoémy obohatia v oblasti hustoty medzi 1,10 az 1,18 g / ml, zatial’ ¢o
proteinové agregaty sa lokalizuju na dne centrifuga¢nej skamavky [33]. Paolini a kol. izolovali
exozémy zo séra pacientov roznymi popularnymi metdédami, v ktorych bola zahrnuta
centrifugéacia v hustotnom gradiente. Produkty ziskané odstredenim v linearnom gradiente
sacharozy (2,0 — 0,25 M) boli ¢istejsie ako pri diferencialnej centrifugacii ¢i jednokrokovych
zrazacich supravach [92]. Webber a kol. preukazali vo svojej studii, Ze pomocou UC metddy
s gradientom sachar6zy, schému postupu mozno vidiet’ z Obrazka 5, ¢im ziskali vysoko Cista
exozomalnu frakciu. Toto vSak platilo iba pre exozomy purifikované z kultivaéného média
buniek, pretoze exozomy z mocu a séra pomocou tejto techniky mali nizku istotu. Autori
adalsi uznali, Ze tato metéda nie je vhodna na analyzy potrebné pre klinické studie
biomarkerov [93; 94]. Napriek Sirokému pouzivaniu ma UC s gradientom hustoty sachardzy
niekol’ko nevyhod. Dokoncenie viacerych odstred’ovani vyzaduje privela ¢asu, taktiez relativne
vel’ky objem vzoriek. A nakoniec, vysokorychlostna UC zvySuje riziko prasknutia a straty

vezikal [9].

LCudské telesné tekutiny vSak predstavuji komplexné zmesi mnohych zloziek vratane vezikul
roznych velkosti, proteinovych komplexov, agregatov protein-nukleovej kyseliny
a subcelularnych fragmentov. Ked'ze su pri vysokych rychlostiach 100 000 g generovane
proteinove agregaty, vezikuly sa mézu zhlukovat'. Izolacii vezikul z plazmy d’alej brani
viskozita, hustota plazmy a pritomnost’ lipoproteinovych castic s hustotou a priemerom

podobnym ako EVs. V désledku toho izolacia vezikal z plazmy alebo séra UC s hustotnym
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gradientom vedie aj k spolo¢nej izol&cii lipoproteinov s vysokou hustotou [95]. Izolacia dobre
definovanych exozomalnych frakcii bez ,.kontaminujtacich* vezikularnych a nevezikularnych
zloziek z Tudskej plazmy aséra, ktoré obsahuju velmi vysoké koncentracie albuminu
a imunoglobulinu G je pomerne naro¢na [90; 96]. Tendencia exozomov vytvarat' agregaty
roznych velkosti vedie k stratam, ¢o d’alej komplikuje ich vytaznost’ [97]. Uskutocnilo sa len
niekol’ko pokusov o optimalizaciu izolacie exozémov z l'udskej plazmy ako napriklad Théry
a kol z roku 2006, Witwer a kol. v roku 2013, ¢i Lobb a kol v roku 2014 [98; 99; 100]. Avsak
exozomy izolované UC mozu byt vhodné pre analyzy. ak kontaminujuce artefakty nezasahujd
do d’alsich merani [96].

Biologicke tekutiny (sérum/moc)

‘/l 400 x g, 5 min

supernatant

peletka-bunky

peletka-mrtve bunky ‘/l 2000 x g, 15 min

supernatant

peletka-zvysky buniek ‘/l 10000 x g, 40 min
supernatant
100 000 x g, 60 min

peletka-exozomy + kontaminujuce
{ proteiny

100 000 x g, 60 min

peletka-exozomy + pozostatky
kontaminuitcich proteinov

prevedenie na médium-

30% sachardza 120000 x g, 60 min

peletka-exozomy + sachardza

premytie v PBS 120000 x g, 60 min

exozomy

Obréazok 5: Schéma diferencialnej UC pre izolaciu exozémov zo séra a mocu. Prevzaté a modifikované
z[93]

3.1.2 Ultrafiltracia

Izolacia v podobe UF ma podobné zaklady ako konvencna metdda filtracie zalozené na velkosti
alebo molekulovej hmotnosti. Ultrafiltracnd membrana vyuZiva rozne vel'’kosti nanomembran
alebo medznd hodnotu cut-off molekulovej hmotnosti (MWCO) na zachytenie exozémov
v supernatantoch bunkovej kultiry alebo v telovych tekutinAch. MWCO sa tyka najma

relativnej molekulovej] hmotnosti najviacSe; molekuly, ktora moze volne prechddzat
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cez porézny materidl. Napriklad Cheruvanky a kol. preukazali, ze s UF mozno obohatit’
ex0zomy z objemu 0,5 ml mocu s vys$Sou ucinnostou, ako pri UC [17; 101]. Lai a kol. vo svojej
praci vyuzivali MWCO membrany od 100 do 1000 kDa na izolaciu exozomov zo supernatantu

kultary 'udskych mezenchyalnych kmenovych buniek [102].

Kroky pri UF sa m6zu pouzit’ na zisk vysoko ¢istych EVs v porovnani s inymi metédami. Tento
sposob  izolacie exozomov  vyuziva nanomembrdanové koncentratory  vybavené
semipermeabilnymi polyétersulfonovymi membranami [103]. Prikladom sGpravy pre tuto
aplikaciu je Vivaspin 20, 100 kDa MWCO, ktory sa pouzil na izolaciu exozomov z mocu
v §tadii Alvarez akol. [88]. Nevyhody UF zahinaju tazkosti pri odstrafiovani zvySkov
proteinov, ktoré pril'ni k nanomembrane, a ellcii exozomov z membrany. Pred niekol’kymi
rokmi bol vyvinuty ExoMir, komer¢na izolacna siprava exozomov. Tato sprava sa sklada
z dvoch mikrofiltrov s velkostou porov 20 a 200 nm. Vicsie extraceluldrne vezikuly su
obohatené na hornej membrane, zatial’ o vSetky vezikuly s priemerom medzi 20 a 200 nm sa

zachytavané na drunom mikrofiltri [33].

Co sa tyka modernizacie a technického pokroku, Liu akol. vynasli a prezentovali nastroj
pre izolaciu EVs. Celkovy exozémovy izola¢ny ¢ip (Exosomal Total Isolation Chip, ExoTIC),
ktory poskytuje vysoko vynosné EVs pre néaslednt analyzu. ExoTIC dokaze Uc¢inne izolovat’
neporusené¢ EVs z kultivacného média ako aj z 'udskej plazmy. ExoTIC umoziuje triedenie
EVs podla velkosti od heterogénnych populacii. ExoTIC bol Specidlne navrhnuty
na zjednodusenie izolacie EVs vo vyskume a v klinickej praxi. ExoTIC pouZiva jednoduchy
filtraény pristup, pri ktorom klinické vzorky obsahujice EVs vratane kultivacného média,
plazmy a mocu, prechadzaji cez nanoporéznu membranu, aby obohatili a vycistili neporusené
EVs v rozsahu velkosti 30 — 200 nm. VolI'né nukleové kyseliny, proteiny, lipidy a d’alSie malé
fragmenty sa preplachnu a koncentrované EVs sa zbieraji z filtratnej membrany. EXoTIC
dosahuje vytazok EVs ~ 4 az 1 000-krat vyssi ako pri UC. Schopnost’ ExoTIC u¢inne izolovat
EVs z malych objemov vzoriek 10 — 100 pul otvara moznosti na preklinické §tidie na modeloch

s malymi nadormi zvierat a na klinické testovanie [104].

3.1.3 Gélova permeacna chromatografia

Inou metddou izolacie exozomov, ktora tazi z rozdielov vo velkosti medzi izolovanymi
zlozkami, je SEC. Separacia pozadovanych cCastic sa uskutociiuje pomocou kolén naplnenych
heterogénnymi polymérnymi guld6ckami [85; 105; 106]. V tomto pripade sa najbeznejSie

pouziva gélové filtratné médium sefarézy (CL-2B, CL-4B) obsahujlce zosietovanu formu
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gul’6¢ok agardzy s réznymi priemermi [107; 108; 109]. SEC sa bezne pouZiva na izolaciu EVs
z biologickych vzoriek, ako je sérum / plazma a sliny zvycajne k dispozicii iba v malych
objemoch vzoriek (od 0,5 ul do 2 ml), stale dostato¢nych na nasledné analyzy [110]. Pri izolacii
sa vzorka nanesiec na napliiova kolénu a necha sa prejst’ heteroporéznou matricou. Medzi
komponentmi matrice a vzorkou by nemala existovat’ ziadna interakcia. Vacsie molekuly mozu
skor vstapit’ do mensieho mnozstva porov ako mensie molekuly, ktoré s prv eluované z média.
Cim su &astice mensie, tym sa predlZuje ich retenény &as a na zaklade toho st neskor eluované
z kolony [105]. Hlavnymi vyhodami tohto sposobu st jeho dobra reprodukovatelnost’ a vysoka
ucinnost’ pri odstrafiovani interferujicich kontaminantov. Nizky tlak alebo eSte CastejSie
pouzivany tok zavisly od gravitacie navySe umozhuje ziskat neposkodené vezikuly

pravidelného tvaru [107].

Vlastné kolony sa mozu prisposobit’ konkrétnym experimentalnym podmienkam, no objem
vzorky by v8ak nemal prekrocit’ 10 % objemu matrice, ¢o robi tato metédu z dovodu nakladov
menej uzitoénou pre vicsie objemy vzoriek [105]. Je pravdepodobné, Ze toto obmedzenie SEC
je hlavnou pric¢inou jej nizkej popularity pre samostatnt izolaciu vezikuil, ktora bola tspesne
prezentovana aj v stadiach Boing a kol. ¢i de Menezes-Neto a kol. pre exozomy pochadzajlce
zo séra a plazmy vo vztahu k analyze s hmotnostnou spektrometriou [95; 111]. V roku 2014
Boing a kol. preukazali, ze pomocou 10 ml kolon naplnenych sefarézou CL-2B sa efektivne
izoluju EVs z plazmy. Snimka kolény je zobrazena spolu s eliciami EVs na Obrazku 6 [95].
No tieto kolony st vSak vhodné iba pre malé objemy vzoriek priblizne 0,5 ml. Pretoze média
bunkovych kultar st pomerne zriedené ¢o sa tyka EVS, no na ich izolaciu sa vyzaduju vel’ké
objemy az okolo 100 ml [108]. Z tohto ddvodu sa pouziva UF, ako prvy krok este pred SEC,
kde sa molekuly vody a mensie proteiny pretlacia cez poréznu membranu s MWCO do 100
kDa, ako uviedli v stadiach Baranyai a kol. ¢i Guerreiro a kol. [96; 110]. To zachovava EVs
a vic¢sie proteiny v zniZenom objeme, ktory sa potom méze naniest’ na SEC kolonu. Takto sa

dosiahne efektivnejsi vytazok zo vzoriek akymi st bunkové kultary [110].
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Obrézok 6: Koléna naplnena sefarézou CL-2B pre izolaciu EVS z ludskej plazmy [95]

3.1.4 Precipita¢né techniky

Na vyzrazanie ¢i precipitaciu, virusov a inych malych Castic sa bezne pouzivaju hydrofilné
polyméry. Polymér pouzity na izolaciu exozomov musi byt’ vyrobeny z neSkodnych a inertnych
materialov, ktoré nevyvolavaju imunitné reakcie in vitro alebo in vivo, ako napriklad
polyethylénglykol (PEG) [33; 112; 113]. PEG zapric¢ifiuje zmenu rozpustnosti exozémov, ¢im
ulahéuje ich precipitaciu z biologickych tekutin. Tento spdsob umoziuje separaciu exozémov
od proteinov, ale nie od inych EVs, proteinovych agregatov alebo lipidovych Castic. Rider a kol.
navrhli pristup izolacie exozOmov zalozeny na zrazani PEG [17; 114]. Inkubaciou kultiva¢ného
média s PEG a centrifugaciou pocas krat$ej doby ako pri metode diferencialnej centrifugacie,
ktora je zlatym $tandardom, je mozné tak ziskat’ exozomy s relativne vysokou ¢istotou a mierou
vyt'aznosti. Tato technika, nazyvana ExtraPEG, rychlo a lacno obohacuje exozomy z velkych
objemov média pomocou nizkorychlostného odstred’ovania, po ktorom nasleduje jediny maly
stupent Cistenia ultracentrifugaciou. Metdéda ExtraPEG sa moéze l'ahko prispdsobit’ tak, aby
obohatila rézne populéacie vezikual, alebo ako ucinny prekurzor naslednych purifikacnych
technik, ¢im poskytuje prostriedok na zber exozémov z mnohych rdéznych biologickych tekutin

a na rozne ucely [115]. Weng a kol. okrem toho potvrdili optimélne podmienky obohatenia
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exozomov optimalizaciou relativnej molekulovej hmotnosti, obsahu a koncentracie (0,08 g /
ml) soli PEG [116].

V poslednej dobe sa stali popularnymi, ale nakladnymi komer¢né testy fungujlce na principe
polymerizaénej precipiticie, ako je ExoQuick ™ a Total Exosome Isolation ™. Napriek
rozsiahlemu pouzitiu tychto ¢inidiel sa uvadza len vel'mi mélo informacii o kvalite 8 mnozstve
zozbieranych exozomov v porovnani s inymi metédami [112; 115; 117]. Andreu a kol. pouzili
oba tieto komeréné testy pre izolaciu exozomov z l'udského séra pre nasledni detekciu

exozomalnej miRNA [118].

3.1.5 Imunoafinitné metody

Na rozdiel od technik zalozenych na precipitacii imunoafinitné metody (Imuno-Affinity, 1A)
poskytuju presnejSie zachytenie Specifickych exozémov, s mnohonasobne zvyS$enou
ucinnost'ou pri vytazku vysoko Cistych a neporuSenych exozémov z komplexnych vzoriek,
pricom sa znizuju kapitalové naklady a ¢as potrebny na vykon v porovnani s technikami UC
alebo UF. Okrem umoznenia vyberu Specifickych exozomalnych subpopulacii sa [A moze
lahko spojitt s imunoanalyzami a molekularnymi diagnostickymi testami pre priamu
kvantifikaciu a analyzu proteinov alebo RNA asociovanych s vezikulami [87; 119]. Techniky
zalozené na imunoafinitnom zachyte sa spolichaju na pouzitie protilatok (Anti-bodies, Ab)
namierenych proti $pecifickym markerom (Antigénom, Ag), ktoré st predmetom zaujmu.
Vybrané AB sa mozu imobilizovat’ na magnetické castice ¢i na pevny povrch ako u metody
ELISA [106].

Imunomagnetické gul'6¢ky su sférické magnetické cCastice sU potiahnuté povrchovymi
funkénymi skupinami, ktoré zahfnaju: aktivovani karboxylovd skupinu, aminoskupinu,
epoxyskupinu, hydroxyskupinu, tozylskupinu a N-hydroxysukcinat vid’ Obrazok 7. Magnetické
Castice zvycajne interaguju s povrchovymi molekulami, ako je streptovidin, biotin, protein A,
protein G, ¢i s imobilizovanou $pecifickou protilatkou, ktora sa Specificky viaze na cielova
molekulu vid" Obrazok 8 [120]. Imunomagnetickd extrakcia exozomov je zaloZzena
na Specifickej vdzbe medzi tymito Ab a urcitymi receptorovymi markermi (Ag) pritomnych
na povrchu exozémov, kam sa zarad’uju napriklad CD9, CD63, CD81, ¢i EpCAM a sluzia
na extrakciu exozomov pouzitim metod 1A zachytu. V tomto pripade imunomagnetické Castice
su najskoér potiahnuté Ab proti konkrétnému markeru, a tieto Ab st inkubovaneé so vzorkou za

vzniku komplexov exozoOmy-magnetické Castice [94; 119].
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Biomolekuly

B) sekundarna znatena AB
Tosyl (konjugat)
Chitssait NH chceny vyizolovany prvok (Ag)
primarna AB
COOH
activated oM CHO

o MP magneticka gastica

magnet - separacna
Aktivované funkéné skupiny jednotka

Obrazok 7: A)Modifikovany povrch magnetickych castic  réznymi  funkcnymi — skupinami
¢i biomolekulami ako Specifické Ab; B) Vyuzitie modifikovanych magnetickych castic ako pevného
nosica pri izolacii molekul z biologickych tekutin. Prevzaté a modifikované z [120]

IA metddy preukazali rozsiahly diagnosticky a terapeuticky potencial. Tauro a kol. vykonali
komplexné vyhodnotenie UC, centrifugécie s hustotnym gradientom aimunoafinitného
zachytu pomocou magnetickych ¢astic potiahnutych anti-EpCAM, aby sa izolovali TEXs
stivisiace s rakovinou hrubého ¢reva a kone¢nika. Dospeli k zaveru, ze |A zachyt je najlepSou
metodou pre izolaciu exozomov, ako sa preukazalo dvojnasobne vacsim vytazkom v porovnani
s ostathnymi dvoma pristupmi [119]. Mizutani a kol. vyvinuli IA metddu na izolaciu TEXs
rakoviny prostaty z krvi. Ich Stadia ukazala, Ze pacienti s agresivnou rakovinou prostaty
vykazovala vyssie hladiny exozomov spojenych s rakovinou prostaty v krvi [121]. Aj ked’ sa
imunoafinitné magnetické Castice Casto pouzivajl, taito metdoda vsak nie je bez vyziev. IA
zachyt s magnetickymi Casticami je ucinny iba vtedy, ked’ vysoky podiel exozomov prezentuje
cielovy protein [116]. Samozrejme je pomerne t'azké eluovat’ exozémy z magnetickych castic,
¢o moze predstavovat’ hlavné obmedzenie, pretoze viazané exozomy potom nemdzu byt
pouzité v naslednych experimentoch. K d’al§im nevyhodam sa radia naklady za ¢inidla alebo
praca pri neutralnom pH a koncentracii nefyziologickych soli, pouzivanych pri premyvani ¢i
dokonca samotnej ellcii. Takto ¢asto dochadza k ovplyvneniu biologickej aktivity exozémov,

¢o obmedzuje moznosti ich d’alSieho skiimania [94; 106].

Test ELISA, v ktorom st Ab namierené proti markeru (Ag) — predmetom zaujmu, je opat’ typom

techniky zaloZenej na IA zachyte pouzivanej na izoléciu a kvantifikaciu exozomov zo vzoriek
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plazmy, séra a mocu. Vzorka obsahujlca exozomy sa prenesie do jamky s imobilizovanou
Ab aexozomy exprimujuce Ag sa tymto sp6sobom naviazu na dosticku kvoli Specifickej
interakcii Ag-Ab. Nezachytené exozomy a obsah vzorky sa vymyju a imobilizované exozomy
sa mozu detegovat pomocou sekundarnej Ab obsahujicej absorpénti znacku (konjugat).
Vysledky ELISA vyjadrené hodnotami absorbancie ako forma okamzitého od¢itania vytazku
a Specificity exozomov. Hodnoty absorbancii sa mézu tieZ extrapolovat’, aby sa kvantifikovali
zachytené exozdmy pomocou kalibracie s pouzitim Standardov so zndmym poctom exozdémov
[106; 122]. Specifickost a vytfazok exozémov pomocou IA pristupu zalozeného
na mikrodostickach vo svojej Stadii Zarovni a kol. hodnotili s ohl'adom na UC. Tento IA
zachytny pristup zalozeny na ELISA priniesol porovnatelné vysledky s hodnotami ziskanymi
UC s ovel'a men§im objemom vzorky, ¢o demonstruje nadradenost’ ELISA techniky nad UC.
Navyse vytazok RNA ziskany z izolovanych exozémov bol vyssi ako pri metody UC.
Exozomalna RNA bola extrahovana uz zo 400 ul plazmy, ¢o bolo porovnatel'né s mnozstvom

ziskanym z 2,5 ml tej istej vzorky s UC [87].

Hlavnou vyhodou magnetickych ¢astic oproti ELISA je to, Ze Castice poskytuju vacsiu plochu
povrchu na zachytenie exozomov, ¢o vedie k vysSej ucinnosti izolacie. Navyse pri pouziti
magnetickych cCastic neexistuje horna hranica pociato¢ného objemu vzorky, zatial' ¢o test
ELISA na baze mikrodosti¢iek ma maximalny objem vzorky 100 pl, ktory sa moze preniest’

do jamky typickej 96-jamkovej mikroplatne [106].

3.2 Metody charakterizacie exozémov

Po izolacii sa purifikované vzorky exozoémov charakterizuju réznymi zobrazovacimi
a biochemickymi technikami. Je tazké charakterizovat’ 3D Struktru jednotlivych exozomov
zdbvodu ich nanometrickych rozmerov [123]. Nedavno bolo vyvinutych niekol'ko
charakteriza¢nych a validacnych metdd na vyskumné aj klinické tcely s cielom analyzovat’
Cistotu exozomov a kvantifikovat’ ich obsah. Tieto metody zahfiiaju transmisnu elektronova
mikroskopiu (Transmission Electron Microscopy, TEM), skenovaciu elektronovd mikroskopiu
(Scanning Electron Microscopy SEM), mikroskopiu atomarnych sil (Atomic Force
Microscopy, AFM), analyzu sledovania nanocastic (Nanoparticle Tracking Analysis, NTA),
dynamicky rozptyl svetla (Dynamic Light Scattering, DLS). Medzi dalSie pristupy patria
imunoblotovacie techniky akou je napriklad Western blot (WB) ¢i najnovsie a najviac rozvijané

metody mikrofluidika a elektrochemické biosenzory [17; 43].
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3.2.1 Elektronové mikroskopicke metody

Elektronova mikroskopia (EM) je potrebny nastroj na charakterizaciu morfoldgie exozomov,
pretozZe Castice, ¢i vezikuly mensie ako 300 nm su v optickych metdédach neviditené. Kvoli
priemeru exozomov mensich ako optické vlnové dizky bol TEM vyvinuty ako nihrada
za konven¢nu svetelnit mikroskopiu [14; 124]. Prvu $trukturalnu charakterizaciu exozémov,
pochadzajlcich z ovéich retikulocytov, pomocou TEM uskuto¢nil Pan a kol. uz v roku 1985
[125]. TEM sa pouziva na vytvorenie obrazov elektrony namiesto fotonov. Lu¢ elektronov
prechddza vzorkou, kde sa generuji sekundarne elektrény zberané a upravované pomocou
Specialnych Sosoviek. Najlepsie dosiahnutel'né obrazové rozlisenie TEM zavisi do vel'kej miery
od priestorovej stability elektronového laca v kombinacii s chemickou stabilitou vzorky.
Pretoze vinova dizka elektronov je o viac ako tri rady kratsia ako vlnova dizka viditeIného
svetla, rozliSenie TEM mézZe byt niz$ie ako 1 nm [126]. V s$tudiach biologickych vzoriek, ako
napriklad Pisitkun a kol. vyuzili tito modu pri identifikacii a proteomickej analyze exozomov

z mocu pacientov s Diabetes mellitus typu I [127].

Po dlhsi ¢as sa verilo, ze vSetky EVs maji sféricky tvar a vel'mi konkrétne a pomerne
obmedzené rozdelenie velkosti. Analyzou negativneho zafarbenia metédou TEM Colombo
a kol. pozorovali, Zze sférické exozomy a EVs maji heterogénny tvar a boli popisané ako
pohérikovité. Z ¢oho vyplyva, ze v niektorych pripadoch méze aj elektronovy 1u¢ poskodit’
biologické vzorky [128]. Nedavno boli EVs tiez skimané pomocou novsej techniky kryo-
elektronovd mikroskopia (Kryo-TEM), ktora nepouziva fixa¢né latky a umoziuje tak
Studovanym vezikulam udrziavat’ si ich prirodzeny stav [22; 129]. Na zaklade tejto techniky
Gould a Raposo v roku 2013 zistili, ze morfologia ,,poharikového tvaru“ bola len artefaktom
pochéadzajucim z krokov fixacie zahrnutych v technike negativneho farbenia a Ze morfoldgia

EVs je ovel’a rozmanitejsia, ako sa povodne predpokladalo [130].

Aj ked’ sa TEM povazuje za $tandardny nastroj na charakterizaciu morfoldgie exozomov, jej
nedostatkom su artefakty fixacie a biologicky nekompatibilnymi podmienkami, ako su nizka
teplota a vysoké vakuum [123]. Z tohto dévodu SEM predstavuje alternativny pristup, ktory sa
neddvno objavil. Vo vSeobecnosti TEM aj SEM vyzaduju ultracentrifugaciu na izolaciu
exozOmov a zahrnaju viaceré kroky spracovania vzorky pred identifikaciou, ktoré sa vsak lisia
pri tychto dvoch metodach [131]. Pri porovnavani TEM a SEM je vsak potrebné zvazit' urcité
kompromisy. Wu a kol vich stadii zroku 2015 prezentovali, ze priprava vzoriek TEM
vyZaduje viac krokov v porovnani so SEM. Obrazy EVs ziskané zo SEM (vid’ Obrazok 9)

vykazovali neporusené membranové Struktiry a morfologia sa zretelne liSila pri vSetkych
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typov EVs. Toto zistenie naznacuje, ze SEM je platnou alternativou k TEM pre priame

zobrazovanie EVs, s vyhodami zalozenymi na zlepsSeni spracovania vzoriek [132].

200 nm

Obréazok 8: Porovnanie metdd SEM (a) a TEM (b) pri zobrazeni EVSs z mysich buniek melanomu [132]

3.2.2 Mikroskopia atomarnych sil

Morfologické klasifikacia EVs nie je Siroko akceptovana, najma preto, lebo izolacie vezikul
aanalyzy s EM st nachylné na artefakty. AFM poskytuje informacie tykajice sa vel'mi
Sirokého rozdelenia velkosti EVS, pricom sa pocita ich priemer. Vyhodou AFM je
minimaliz&cia pripravy vzorky pomocou merania EVs v ich pdvodnych podmienkach.
Z Obrézka 10 je vidiet' snimky exozémov pochéadzajlce zo slin ziskané touto metodou.
Vykazuja podobni morfoldgiu arozdiely v kontraste sa prisudzuja rozdielnému
konstrukénému zlozeniu (RNA, lipidy, proteiny) aschopnosti agregécie nezavislej
od interexozomalnej fazie [131]. Mikroskop atdmovej sily sa sklada z konzolového ramena
s ostrym hrotom na konci, ktory snima povrch vzorky bez fyzického kontaktu. Pohyby Spicky
sa meraju a pomocou softvéru sa vytvori trojrozmerny obraz [126]. Semikvantitativna
proteomicka a transkripéna analyza zaloZzena na populaciach exozémov, nie na jednotlivych
vezikulach, nie je postaCujuca na analyzu proteinov / receptorov na jednotlivych exozomoch,
apreto spravidla chyba Struktirna a povrchovd molekuldrna charakterizdcia exozémov.
V stadii Sharma a kol. z roku 2010 uviedli substrukturu exozémov z l'udskych slin zalozent
na novej ultracitlivej AFM s nizkymi silami a korelovali skalu Struktur ziskani pomocou AFM
s vysokym rozlisenim ~ 1 nm a nizkym napétim [131]. Hoo a kol. zistili, porovnavanim AFM
aDLS pri pozorovani distribucii nanocastic, ze vdaka laterdlnemu rozliSeniu 3 nm

a vertikalnemu rozliseniu < 0,1 nm je AFM vhodna na detekciu velkosti a pri polydisperznych
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vzorkach vykazuje lepsie vysledky ako DLS [133]. Siedlecki a kol. i Yuana a kol. vo svojich
Stadiach ukazali, ze AFM sa moze pouzit' na meranie relativnej distribticie velkosti vezikul

v ich fyziologickom stave [134; 135].

Obréazok 9: Zobrazenie morfoldgie exozémov pochédzajlce zo slin pomocou AFM metody [131]

3.2.3 Dynamicky rozptyl svetla

Technika DLS je znama aj ako fotonova korela¢na spektroskopia alebo kvazi elasticky rozptyl
svetla. Pri tejto technike prechadza monochromaticky a koherentny laserovy 1i¢ suspenziou
Castic, ktory urcuje relativnu distribaciu velkosti Castic v rozmedzi od 1 nm do 6 um
v koloidnych suspenziach [126; 133; 136]. Castice v tekutine sa kontinualne pohybuju
v roznych smeroch v dosledku nepretrzitych zrazok s molekulami rozptstadla. To spdsobuje
nahodny pohyb castic nazyvany Brownov pohyb. Distriblicia rychlosti Castic zavisi od teploty
(T), viskozity () a hydrodynamického priemeru ¢astic (d). Cim su Eastice mensie, tym rychlejsi
je ich pohyb. DLS funguje dobre pri urCovani velkosti monodisperznych vzoriek
a pri monitorovani zmeny vo vzorke, ako je napriklad agregacia. Detekcia distribtcie vel'kosti
polydisperznych vzoriek je menej presna, pretoZze merana distribuicia vel'kosti je vysoko
ovplyvnena pritomnost’ou malého poctu vacsich Castic, ako su dosticky alebo iné¢ kontaminanty,
ktoré poskytuju vyraznejsi rozptyl svetla ako malé vezikuly [126]. V $tadii z roku 2004 Bootz
a kol. porovnavali vyhody DLS a SEM [137]. Hlavnymi vyhodami DLS su kratka doba
potrebna na vykonanie merani a relativne nizka cena pristroja. Tato metoda ma vsak niekol'ko
uskali, naymé o sa tyka vplyvu prachovych Castic alebo malych mnozstiev vel'kych agregatov,
ktoré mozu branit’ stanoveniu velkosti, ak hlavna zlozka vykazuje zretelne menSiu velkost’
[137; 138]. Dalsou nevyhodou tejto techniky je neschopnost’ dodat’ akékol'vek biochemické
udaje ani informécie o bunkovom pévode EVs [136].
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3.2.4 Prietokova cytometria

Tato metdda sa Casto povazuje za fyzikadlnu formu analyzy, pretoze umoziuje vizualne
pozorovanie exozomov, no vyzaduje si vSak uréité znalosti tykajuce sa proteinového zlozenia
exozomalnych vezikual, preto sa tiez povazuje za formu kompozicnej analyzy. Zatial' co
technoldgia FC rychlo postupuje, pricom novsie pristroje maju detekéné limity uz od 100
do 200 nm, vacsina pristrojov ma detekénu hranicu 300 — 500 nm, ktora je ovela vécsia ako
velkost’ exozémov [126; 139]. U FC nastavaju problémy, ked’ je exozomalna koncentracia
vysoka alebo ak pocas procesu izolacie dojde k agregécii exozomalnych vezikul, na ktord
upozoriuju aj Pedersen a kol. vo svojej préaci [140]. Agregécia vedie k pozorovaniu viacerych
vezikul naraz, ¢o vedie k nepresnym tidajom [106; 132]. Vyzaduje teda imobilizaciu exozomov
k povrchu polystyrénovych mikrosférickych ¢astic so znamou vel'kostou od 0,5 do 0,9 um aby
sa dali pozorovat’ prietokovym cytometrom [141]. Vezikuly su tak vystavené fluorescencne
konjugovanej Ab namierenej proti markeru, o ktorom je zname/predpoklada sa, Ze bude
exprimovany na exozomalnom povrchu. Prietokovy cytometer vedie vezikuly laserovym li¢om
v hydrodynamicky sustredenom prade tekutiny. Jeden detektor je umiestneny v priamke
s laserovym la¢om 0 vinovej dizke 488 nm bezne pouzivanej pri FC a meria predny rozptyl
svetla (Forward Scatter, FSC) pod uhlom 0,5 — 5°. Druhy detektor zaznamenéva bo¢ny rozptyl
svetla (Side Scatter, SSC) kolmo na laé. Castice vicsie ako vinova dizka svetla, prevazne
rozptyl'ujii svetlo smerom dopredu a preto je FSC spojena s vel’kostou vezikul. Castice mensie
ako vlnova diZka, ako st organely, rozptyl'uja relativne viac svetla v kolmom smere, takze SSC

je spojend s komplexnou anatomiou buniek ¢i s typom vezikal [136; 142].

Exozomalne vezikuly konjugované s Casticami a fluorescenénou Ab sa daji pozorovat’ pod
epifluorescenénym mikroskopom. Ked’ vzorka prechddza laserom prietokového cytometra,
vysiela fluorescencny signal, ktory je detegovany. To nielen umoZiuje vysoko vykonnu
analyzu exozomov, ale tiez umoziuje kvantifikaciu alebo klasifikaciu exozomov na zaklade
expresie povrchovych markerov [106]. Pospichalova akol. vo svojej praci zjednodusili
protokol  detekcie  fluorescenéne  znacenych  exozomov  amikrovezikal  pri FC

po predchadzajlcej izolacii vezikal centrifugaciu s hustotnym gradientom [143].

3.2.5 Analyza sledovania nanocastic

NTA bola uvedena na trh uz v roku 2006. Prvykrat tito metédu na monitorovanie EVs pouzili
Sokolova a kol. v roku 2011 na charakterizaciu exozomov z bunkovych kultar (vid Obrazok
11) [144]. NTA umoznuje stanovenie velkosti Castic aj ich koncentracie. Analogicky k DLS

velkost’ Castic sa odhaduje pomocou Stokes-Einsteinovej rovnice, kde je koeficient difizie
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zalozeny na Brownovom pohybe Castic [33; 126]. Laserové svetlo sa rozptyl'uje, ked’ interaguje
s Casticami v komore a rozptylené svetlo je sustredené mikroskopom s pripevnenou CCD
kamerou. Kamera zachytava pohyb Castic vo videu a NTA softvér potom na zaklade toho
odhaduje velkost' a koncentraciu tychto Castic. NTA je teda schopné urcit” velkost’ Castic
s priemerom 10 az 1000 nm, kam sa radia aj exozomy [106; 145]. Okrem vyhod mé technika
NTA aj urcité obmedzenia. Jednym z nich je spravne riedenie vzorky pre ucely merania, ¢o
moze byt problematické najma v pripade obmedzeného objemu [136]. Ako uvadzaja Gardiner
a kol. vo svojej stadii hlavnou prekazkou je najdenie ,,spravneho® zried’ovacieho faktoru, aby
kamera mohla zaregistrovat’ vSetky vezikuly pritomné vo vzorke, aby tak nedoslo k prekryvaniu
vacsieho vezikula maskujuiceho mensie. Podobne ako pri inych metédach zalozenych
na Brownovom principe pohybu, maskovania mensich vezikl va¢§imi moéze samozrejme
skreslit’ vysledky, vd’aka ¢omu st nespol'ahlivé [146]. Ako uvadzaju Soo a kol., navrhovana
optimalna koncentrécia vzorky pre meranie metodou NTA je v rozmedzi 2 x 10 az 20 x 108
Castic/ml [147].

Obrézok 10: Snimok exozomov z HEK bunkovej kultary ziskany metddou NTA [144]
3.2.6 Imunoanalyza

Principy imunoblotingu alebo Semi-Dry Western blottingu (Semi-Dry WB) zahrfiaju afinitna
vdzbu Ag (ciel'ové proteiny pritomné na povrchu EVs) a Ab, ktora Specificky rozpoznava Ag.
Na rozdiel od FC, Semi-Dry WB neumoziiuje pozorovanie neporusenych vezikal. V tomto
pripade vezikuly podliehaju lyze a proteiny sa tak denaturuju a redukuju pocas pripravy vzorky.
Po denaturdcii sa proteiny separuji pomocou polyakrylamidovej elektroforézy za pritomnosti

dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE) a potom sa prenestd na nitrocelulézova alebo
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polyvinylidénfluoridovl (PVDF) membranu [148]. Zostavajlce otvorené pory na membrane sa
zablokuja proteinom napr. BSA a / alebo detergentom a nasledne sa vystavia primarnej Ab
namierenej proti pozadovanému Ag zachytenému na povrchu membrany, ktora ho v idealnom
pripade rozpoznd. Membrana je potom vystavena sekundarnej Ab (konjugat), ktora je namiera
proti druhu pdvodnej (primarnej) Ab pouzitej na rozpoznanie Ag. Ako primarne Ab sa
pouzivaji napr. molekuly anti-CD63, anti-CD9 ¢i anti-EpCAM, ktoré pouzili aj v stadii
Zarovni a kol. (vid’ Obrazok 12), alebo Weng a kol., pri detekcii TEXs izolovanych pomocou
imunomagnetickych ¢astic alebo imunoprecipitacie za pouzitia PEG [87; 116]. Sekundarna Ab
je detegovand vd’aka svojej fluorescencnej znacke alebo skupinou chrenovej peroxidazy ¢i
alkalickej fosfatazy spojenou s konjugatom [106]. Metodika WB patri medzi najbeznejSie
pouzivané analytické metody na analyzu exozomov z dovodu lahkého pouzitia, Sirokej
dostupnosti a schopnosti detegovat’ exozomalne povrchové a interné proteiny, ako dokazujd

mnohé stadie ako napr. BOing a kol., Pedersen a kol., ¢i Vojtech a kol. [95; 140; 149].

MP  Exo
MV Exo MM kDa [ < CD9 (25 kDa)

130 . ‘ <—— CD63 (30-60 kDa)
-

100
70
55 -_ < Rab5A (25 kDa)
40

- s < Alix (~100 kDa)
35
25 - <——Calnexin (90 kDa)

Obrazok 11: Detekcia seérovych exozémov (Exo) metédou Semi-Dry WB na zéklade pritomnosti
Specifickych proteinov s prislusnymi molekuldrnymi hmotnostami po predoslej SDS-PAGE [87].

3.2.7 Mikrofluidné systémy

V poslednych rokoch sa mikrofluidické systemy (Microfluidic, Mf) pouzivaju na zlepSenie
ucinnosti, rychlosti a nakladov na Cistenie exozoémov. Tieto pristupy zahfniaju pouzitie
imunoafinitnych ¢astic, mikrofluidnych filtranych systémov a mikrofluidickych laminarnych
prietokovych systémov. Niektoré stadie pouzivaju kombinaciu filtraénych aj imunoafinitnych
systémov [117]. Filtre pri Mf systéme sa pouzivaju na triedenie molekal pomocou réznych

vel'kosti porov. Siwoo Cho a kol. pouZili systém zaloZeny na filtracii, ktory vyuziva prichytenie
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EVs na nanoporéznej membrane a elektroforetick( migraciu [150]. Vysledna peleta EVs sa
fyzicky odlipne z membrany, ¢o vedie k minimalnej ireverzibilnej destrukcii EVs. Nevyhodou
tohto typu je, ze vacsie molekuly blokuju filtra¢né pory, ¢o ¢asom znizuje filtraénu kapacitu

membrany [117].

Mikrofluidny imunoafinitny systém (Microfluidics-based Immunoaffinity Capture, Mf-1AC)
podobne ako pri imunoafinitnych ¢asticiach identifikuje fluidny systém pomocou protilatok,
aby sa zachytili exozdmy. Pretoze protilatky su imunospecifické, tento systém umoziuje t¢inny
avysoko koncentrovany zber exozémov. Mf-IAC bol pouzity v $tadidch zameranych
na diagnostiku choréb [117]. Zheng a kol. vyvinuli mikrofluidny pristup vyuzivajuci
imunomagnetické Castice a obohateny pripravok plazmatickych exozomov. Tato metoda sa
pouzila na diagnostiku rakoviny vaje¢nikov v krvi pomocou multiplexného merania

exozomalnych nadorovych markerov, kde vykazala vyznamnu diagnostickd silu [151].

Technoldgie idd neustale dopredu a aj pri tejto technike to nie je inak. Shao a kol. vyvinuli
magneticky separujuci systém Mf-IAC vyuzivajiaci magnetické zachytné astice pre izolovanie
EVs s vysokym vyt'azkom z krvi pacienta s glioblastdmom, s naslednou extrakciou a analyzou
exozomalnej mRNA. Tento separujuci systém mozno vidiet’ na Obrazku 13 [152]. Chen a kol.
pouzili povrchovo modifikovany mikrofluidicky kanal s draZzkami v tvare ,,rybacej kostry*
na efektivne zachytenie EVs [153]. Ashcroft a kol. navrhli sl'udovy povrch s protilatkovym
plastom na efektivnu izolaciu EVs z plazmy [154]. Kanwar a kol. efektivne zachytavali
cirkulujuce EVs pomocou platformy ,,ExoChip“. Tento Cip sa sklada z injektora v tvare Y,
hadovitého mieSaca tekutin na exozomové zachytenie na baze Castic, dalej z mikrokomory
s vymenite'nym magnetom na zhromazd'ovanie a detekciu exozémov. Do komory sa vstrekla
zmes Ab znacenych jedine¢nymi fluorescenénymi farbivami kvéli rozliSeniu subpopulacii
exozdmov  pre multikolorimetrické  fluorescen¢né  zobrazenie.  Celkova  analyza

pri plazmatickych vzorkach o objeme 20 ul bola dokonéena za priblizne 40 minut [151].

Mf a miniaturizované pristroje typu ,,lab-on-a-chip* su atraktivne pre lekarsku diagnostiku
a analyzu krvi. Malé rozmery Mf zariadeni, objemy vzoriek a minimalne potrebné mnozstvo
reagentov tak umoznuji zrychlenie reakénych cCasov, zvySeni citlivost a zniZenie

procedurélnych nakladov [117; 155].
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Obohatenie exozémov Vychytévanie mRNA Kvantitativna PCR

© Obohatenie exozémov
@ Vychytanie mRNA

© Rezervoar RNA
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Obrazok 12: Priklad magneticky separujuceho Mf systému pre izolaciu a detekciu exozomalnej mRNA
z krvi. Prevzaté a modifikované z [152]
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4 Experimentalna ¢ast’

4.1 Pristroje a pomécky

mikropipety (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)

mikroskumavky (BioTech a.s., Praha, CR a Eppendorf, Hamburg, Nemecko)
automaticke pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)

centrifdga MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)

pH Meter Orion 420 ((Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA)

rotator Bio RS-24 Mini (Biosan, Riga, Lotyssko)

Termostat TDB-100 Dry block Heating (Biosan, Riga, LotySsko)

Termomixér Thermo-Shaker TS-100 (Biosan, Riga, Loty$sko)

analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Gottingen, Nemecko)
predvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Nemecko)

Vortex V1 (Biosan, Riga, LotySsko)

stanica pre denzitometrické vyhodnotenie gélov ChemiDoc™ XRS+ Systém
s ImageLab™ 5.0 softvérom (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

stanica pre produkciu redestilovanej vody TKA Smart2Pure (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA)

Termoblok Block heater Grant Bio BTD (Grant Instruments Ltd., Cambridgeshire, UK)
trepacka Vortex mixer Wx (Velp Scientifica, Usmate, Taliansko)

magneticky separator Dynal — MPC-S (Dynal Biotech, Oslo, Norsko)

aparatura pre vertikalnu elektroforézu Mini-PROTEAN 3 (Bio-Rad, USA)

zdroj napatia PowerPac 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Hemilton The Measure of Excellence™ (Hamilton Company, Reno, Nevada, USA)
Trepacka Mini Rocker MR-1 (Biosan, Riga, Lotyssko)

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Dot-blot zariadenie (SciePlast Ltd., Cambridge, Velka Britania)

4.2 Polyakrylamidova gélova elektroforéza v prostredi dodecylsulfatu

sodného (SDS — PAGE)

Pouzité chemikalie:

Akrylamid (Fluka, Buchs, Svajéiarsko)
N,N’"-methylen-bis-akrylamid, C7H10N202, 98% (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO. USA)
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= Tris(hydroxymethyl)aminomethan, TRIS, CsH11NOs (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO.
USA)

= Dodecylsulfat sodny, SDS (Fluka, Buchs, Svajéiarsko)

= Kyselina chlorovodikova 35%, HCI (Penta, Chrudim, CZ)

= Persiran amonny, APS p.a., (NH4)2S20g (Lachema, Neratovice, CZ)

= N,N,N,N-tetramethylenethylendiamin, TEMED, CsH1sN2> (Sigma-Aldrich, St. Luis,
MO. USA)

= Glycin, C2HsNO> (Merck, Darmstadt, Nemecko)

= 2-Butanol, C4H100, 99% (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO. USA)

Vzorkoveé pufre:

» Roztok G: 2x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

= Roztok F: 2x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) + 2-
Merkaptoethanol (Fluka, Buchs, Svaj&iarsko)

Molekulové markery:

= Precision Plus Protein ™ Unstained Protein Standrad, 10 — 250 kDa (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA)

= Precision Plus Protein ™ Dual color Protein Standard, 10 — 250 kDa (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA)

Pouzité roztoky:

Roztok A: 30% zmes akrylamidu a bisakrylamidu (8,76 g akrylamidu a 0,24 g bisakrylamidu
rozpustené v 15 ml destilovanej vode (dH-0), zmes sa nechala nabobtant’, potom doplnené na
objem 30 ml s dH20)

Roztok B: 1,5 M TRIS-HCI pufer pH 8,8 (5,445 g TRISu rozpustené v 30 ml dH20O, pH
upravené pomocou 6 M HCI)

Roztok C: 1 M TRIS-HCI pufer pH 6,8 (4,84 g TRISu rozpustené v 40 ml dH;O, pH upravené
so 6 M HCI)

Roztok D: 10% roztok SDS (1 g SDS rozpusteny v 10 ml dH20)

Roztok E: 10% roztok APS (100 mg APS rozpustenych v 1 ml dH20)

Roztok G: komer¢ny vzorkovy pufer G

Elektrodovy pufer: 0,025 M TRIS; 0,192 M glycin; 0,1% SDS (3,025 g TRISu, 15 g glycinu,
1 g SDS, rozpustené v 1000 ml dH»0)
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Tabulka 1: Objemy pouzitych roztokov pre pripravu gélov na SDS — PAGE

10% DELIACI GEL  12% DELIACI GEL 5% ZAOSTROVACI GEL

DESTILOVANA 2 ml 1,68 ml 1,4 ml

VODA

ROZTOK A 1,65 ml 2,0ml 0,330 ml

ROZTOK B 1,25 ml 1,25 ml X

ROZTOK C X X 0,250 ml

ROZTOK D 0,05 ml 0,05 ml 0,02 ml

ROZTOK E 0,05 ml 0,05 ml 0,02 ml
TEMED 0,002 ml 0,002 ml 0,002 ml

Postup:

Na zaciatku sa zostavila aparatira, kde sa do drziakov uchytili vopred ocistené¢ skla
dH20 a liehom. Nasledovalo upevnenie do stojanu. Medzi sklami bol priestor o $irke 0,75 pm.
Podl'a potreby sa pripravil 10% alebo 12% deliaci gél podl'a vysSie uvedenej Tabulky 1,
prevrstveny 2-butanol kvéli vyschnutiu, a nechal sa spolymerizovat’ po dobu 20 — 30 min.
Potom sa odsal sa 2-butanol pomocou filtra¢ného papieru, pripravil 5% zaostrovaci gél, ako je
uvedené v Tabulke 1 a napipetoval sa medzi skla, kde sa eSte nasadila $ablona pre vytvorenie
10- alebo 15-jamiek. Opét’ sa gél nechal spolymerizovat’ 20 — 30 min. Nasledne sa gél upevnil
do aparattry pre SDS — PAGE. Vy brala sa Sabléna a jamky sa preplachli elektrédovym
pufrom. VVnutro aparatiry sa naplnilo elektrédovym pufrom.

Pomocou Hemiltonky sa nadavkovali vzorky (VZ) v pomere 10 pl VZ + 10 ul vzorkového
pufru G/F pri 10 jamkovych géloch (7,5 ul + 7,5 pl u 15 jamkovych géloch), v pripade
nasledneho blotingu na membranu sa davkovalo v pomere 5 pl VZ + 5 pl vzorkového pufru
G/F na jamku. Objem molekulového markeru pripadajuceho na jamku bol 2 az 3 pl.

Aparatira sa uzatvorila vekom a pripojila sa ku zdroju. Nastavili sa hodnota konstantného
napdtia 180 V a pradu 30 mA/1 gél. Doba elektroforetického delenia proteinov trvala 45 az 55
min v zavislosti od typu deliaceho gélu a nasledujiceho postupu ako v pripade blotingu
na membranu. Po skonéeni delenia sa aparatura odpojila od zdroja, gél sa vynal zo skiel
a umiestnil sa do petriho misky, kde sa preplachol dH20. Dalej nasledovalo farbenie alebo

blotting na nitrocelul6zovi membranu pre d’alsie analyzy oddelenych proteinov.
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4.2.1 Farbenie gélov s koloidnym roztokom amoniakéalneho striebra

Pouzité chemikalie:

Kyselina octova 99%, CH3:COOH (Penta, Chudim, CZ)

Ethanol 96%, CH3COOH (Lach:ner, Neratovice, CZ)
Glutaraldehyd 50% (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO. USA)
Dusi¢nan strieborny, AgNOs (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO. USA)
Hydroxid amonny, NH4OH 25% (Merck, Darmstadt, Nemecko)
Hydroxid sodny, NaOH (Penta, Chrudim, CZ)

Formaldehyd, CH20 (Penta, Chrudim, CZ)

Kyselina citronova bezvodna (Fluka, Buchs, Svajéiarsko)

Pouzité roztoky:

Fixaény roztok: 5% kyselina octova + 50% ethanol (50 ml kyseliny octovej, 500 ml

ethanolu, doplnené na objem 1000 ml dH20
Roztok 10% glutaraldehydu: 10 ml 50% + 40 ml dH20
Roztok 20% dusi¢nanu strieborného: 2 g AgNOsz rozpustené v 10 ml dH20

Roztok 9 M hydroxidu sodného: 3,6 g NaOH sa rozpustené v 6 ml dH2O, doplnené

na objem 10 ml s redestilovanou vodou (ddH20)

Vyvolavaci roztok: 0,05% kyselina citronova + 0,04% formaldehyd (250 mg kyseliny

citronovej, 540 ul 37% formaldehydu, doplnené na 500 ml s dH-0)

Ustalovaci roztok: 5% kyselina octova (50 ml kyseliny octovej, doplnené na 1000 ml
s dH20)

Roztok amoniakalneho striebra: zmes (1,4 ml amoniaku, 239 pl 9 M NaOH, 21 ml)

titrované s 20% AgNOs az do vzniku svetlo hnedého zakalu, potom sa roztok doplnil
na objem 100 ml s dH.O

Postup:

Po rozdeleni proteinov SDS — PAGE sa gél preplachol dH20 v petriho miske. Néasledne sa

aplikoval fixa¢ny roztok, nechal sa pdsobit’ 30 — 40 min pri izbovej teplote (Room Temperature,

RT). Po fix&cii sa gél rehydratoval v dH20 po dobu 30 min pri RT. Potom sa inkuboval v 50%

glutaraldehydu 30 min. Nasledovala rada premyvania gélu dH20 v intervale sest’krat po 10 min.

Napokon sa aplikoval koloidny roztok AgNO3s po dobu 12 min pri RT. Gél sa oplachol dH-0,

prevrstvil vyvolavacim roztokom, ktory sa nechal pdsobit az do zviditelnia markeru
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arozdelenych proteinov. Napokon sa gél previedol do ustalovacieho roztoku, v ktorom sa

mohol aj uskladnit’.

4.2.2 Farbenie gélov s Commasie brilliant blue
Pouzité roztoky:

» Fixacny roztok: 5% kyselina octova + 50% ethanol (vid’ farbenie striebrom)

= Farbiaci roztok: Komerény roztok pre farbenie: Bio-Safe ™ Commasie Stain (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA)
= Qdfarbovaci roztok: dH20

Postup:

Zaciatok je podobny ako u farbeni koloidnym roztokom AgNOs, kde sa po fixacii a naslednej
rehydratécii v dH20 na gél aplikuje komerény roztok Commasie brilliant blue. Gél sa inkuboval

pri RT po dobu 60 min. Nasledne sa gél premyval viackrat v dH>.O minimalne 1 hodinu.

4.3 Semi - Dry Western blot (WB)
Pouzité chemikalie:
= Fosfatovy pufer s 0,1% Tween (PBS-T)
= Chlorid sodny, NaCl (Lach:ner, Neratovice, CZ)
» Dihydrogénfosfore¢nan draselny, KH2PO4 (Lach:ner, Neratovice, CZ)
* Dodekahydrat hydrogénfosforecnan disodny, NaHPO4-12 H>O (Lach:ner, Neratovice,
C2)
= Chlorid draselny, KCI (Penta, Chrudim, CZ)
= Tween 80 (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO. USA)
=  Tween 20 -pripraveny z Tween 80

Primarne protilatky:

* monoklonalne mysie IgG1 anti-l'udské CD81 protilatky, TAPA-1, 26 kDa, klon 5A6,
koncentracia 0,5 mg/ml (BioLegend Inc, San Diego, CA, USA)

* monoklondlne mysie IgG1 anti-l'udské CD63 protilatky, LEAF™ 53 kDa, klon H5CS,
koncentracia 1 mg/ml (BioLegend Inc, San Diego, CA, USA)

* polyklonalne krali¢ie IgG anti-l'udské CD63 protilatky, koncentracia 0,5 mg/ml
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
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= monoklonalne mysie IgG anti-CAl; koncentracia 1 mg/ml (ORIGENE, Rockville,
Maryland, USA)

» Riedenie primarnych protilatok: v pomere 1:1000 v bloka¢nom roztoku s PBS-T
opH74

Sekundéarne protilatky (konjugat):

* anti-mysie IgG-HRP, koncentracia 1 mg/ml (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO. USA)
= anti-krali¢ie IgG-HRP, koncentracia 1 mg/ml (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO. USA)

Pouzita membrana a zariadenie:
= Nitrocelul6zova membréana, @ 0,2 pm (LKB, Bromma, Svaj¢iarsko)
= Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Pouzité roztoky:

» Premyvaci roztok: PBS-T pH 7.,4: (8g NaCl; 0,2 g KCI; 0,2 g KH2PO4; 2,9 ¢
Na:HPO4-12 H>0; doplnené na objem 1 liter dH20 + 4 ml 25% Tween 20)

= Blokovaci roztok: 2,5 g odtu¢nené susené mlieko rozpustené v 50 ml PBS-T

= Riediaci roztok pre primarnu Ab a konjugat vid’ blokovaci roztok

= Transférovy roztok (Towbin): 3,02 g Tris, 14,4 g glycin, rozpustené v 200 ml methanolu
+ 800 ml dH20

= Enzymovy substrat: Clarity™ Western ECL Substrate, 3 ml/membranku (Bio-Rad,
Hecules, CA, USA)

Postup:

Membrana, filtra¢né papiere a gél s rozdelenymi proteinmi metédou SDS-PAGE boli najprv
namocené v transférovom roztoku Towbin po dobu minimalne 10 min. Nasledne sa zostavila
aparatura pre proteinovy blotting: na zmoceny filtraény papier sa umiestnila nitroceluléozova
membrana tak aby sa nevytvorili vzduchoveé bubliny, ktoré by mohli ovplyvnit transfér. Potom
sa na povrch membrany umiestnil gél, na ktory sa opat’ prilozil filtrany papier. Apapratura sa
uzatvorila vekom apripojila sa ku zdroju. Nastavilo sa konStantné napitie
12 V aprud 300 mA/membranu. Celkova doba blottingu proteinov z gélu na membranu trvala

60 min.

Po skoceni sa aparatura odpojila od zdroja a membrana sa ponorila do blokovacieho roztoku
a nechala sa inkubovat’ 60 min pri RT na rotatore. Po blokovacom kroku nasledovala inkubacia

membrany s primarnou protilatkou nariedenou v pomere 1:1000 v blokovacom roztoku s PBS-
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T opH 7,4 pri RT na rotatore po dobu 60 min. Potom sa membrana premyla 4 krat v PBS-T
0 pH 7,4 v 5 min intervaloch pri RT na rotatore. Napokon sa membrana nechala inkubovat’
s konjugatom nariedenym v pomere 1:10000 v blokovacom roztoku sPBS-T o
pH 7,4 pri RT na rotatore po dobu 60 min. Membrana sa opat’ premyla v PBS-T o pH 7,4
Sest’krat po 5 min intervaloch pri RT na rotatore. Po premyti sa na membranu aplikoval

enzymaticky substratovy roztok a nechal sa posobit’ 5 min pri RT.

4.3.1 Opatovné naviazanie sekundarnych protilatok (,,rebinding*) pre overenie
nespecifickej skriZenej reakcie
Pouzité roztoky:
= Stripping“ pufer: 100 mM glycin — HCI; pH 2,6 (0,3754 g glycinu rozpustené v 50 ml
dH20)
» Premyvaci roztok: PBS-T pH 7.4

= Blokovaci a riediaci roztok pre konjugat: vid’ metdéda Western blot

Pouzité protilatky:

= Sekundarne anti-krali¢ie IgG-HRP protilatky, koncentracia 1 mg/ml (Sigma-Aldrich,
St. Luis, MO. USA)

Postup:

Na nitrocelulézovd membranu s naviazanymi primarnymi aj sekundarnymi protilatkami sa
aplikoval ,,stripping* pufer pre naruSenie vizby Ag-Ab atym odstranenie tychto protilatok
z membrany. Po 30 min inkubécii v ,,stripping* pufre pri RT na rotatore sa membrana premyla
dvakrat po 10 min v PBS-T pufri o pH 7,4. Membrana sa nechala 2 hod blokovat v blokovacom
roztoku pri RT na rotatore. Opédtovne sa na membranu aplikoval konjugat anti-kralicie IgG-
HRP riedené 1:10 000 v blokovacom roztoku s PBS-T o pH 7,4 pri RT na rotatore 60 min.
Membrana sa opat’ premyla v PBS-T o pH 7,4 Sestkrat po dobu 5 min pri RT na rotatore. Po
premyti sa na membrénu aplikoval enzymaticky substratovy roztok a nechal sa posobit’ 5 min
pri RT.

4.4 Dot blot analyza

Pouzité roztoky:
= PBS-T pufer (pH=7,4; s 0,1% Tween)
= Ekvilibraény a premyvaci roztok: PBS-T (pH 7,4; 0,1% Tween)
= Blokovaci roztok: 5% BSA (sus. mlieko) v PBS-T (2,59 BSA v 50 ml PBS-T)
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Roztok na riedenie primarnych Ab a konjugatu: vid’ blokovaci roztok
Enzymovy substrat: Clarity™ Western ECL Substrate, 200 pl/membranu (Bio-Rad,

Hecules, CA, USA)

Negativna kontrola:

= 1% hovédzi sérovy albumin, BSA; (Cistota > 96 %); (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)
= PBS-TopH74

PouZita membrana a zariadenie:

Immun-Blot PVDF membréna pre blotting proteinov, @ 0,2 um (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA)
Dot-blot zariadenie, 96 units, @ 3 mm (SciePlast Ltd., Cambridge, UK)

Pouzité protilatky:

Primérne monoklonalne mysie IgG anti-CAl protilatky; mnoZstvo 50 pg / 1 mg nosica;
koncentracia 1 mg/ml (ORIGENE, Rockville, Maryland, USA)

Primarne monoklonalne mysie IgG1 anti-l'udské CD81 protilatky, TAPA-1, 26 kDa,
klon 5A6, koncentracia 0,5 mg/ml (BioLegend Inc, San Diego, CA, USA)

Primarne monoklonalne mysie IgG1 anti-ludské CD63 protilatky, LEAF™, 53 kDa,
klon H5C6, koncentracia 1 mg/ml (BioLegend Inc, San Diego, CA, USA)

Primarne polyklonalne krali¢ie IgG anti-l'udské CD63 protilatky, koncentracia 0,5
mg/ml (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

Sekundarne anti-mysie IgG-HRP protilatky, koncentracia 1 mg/ml (Sigma-Aldrich, St.
Luis, MO. USA)

Sekundarne anti-kralic¢ie IgG-HRP protilatky, koncentracia 1 mg/ml (Sigma-Aldrich,
St. Luis, MO. USA)

Postup:

Na zaciatku PVDF membrana bola namocena v 100% methanole po dobu 10 min. potom sa

membrana urychlene preniesla na aparaturu pripojend na vakuum. Nasledne prebehla

ekvilibracia membrany PBS-T o objeme 100 pl/jamku. Potom sa nadavkovala nariedena vzorka

(2,5 pl vzorky + 97,5 pl ddH20). Membrana sa opat’ premyla dvakrat 100 pl PBS-T pufrom

0 pH 7,4 na jamku. Po premyti sa membrana vybrala z aparatiry a nechala sa vol'ne uschnut’

a nastrihala sa na mensie membranky podl'a Sablony na zaklade poctu vzoriek (vid’ schéma).
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Jednotlivé membranky sa ponorili do blokovacieho roztoku na 60 min pri RT za staleho

trepania. Potom sa membranky rychlo premyli trikrat 1 ml PBS-T pufru o pH 7,4. Nésledne sa
aplikovala priméarna protilatka nariedenad v pomere 1:1000 (1:5000 alebo 1:10 000) blokovacim
roztokom. Prebehla inkubacia pri RT za staleho trepania po dobu 60 min. Membranky sa rychlo
premyli trikratv 1 ml PBS-T pufru a nasledne opat’ v 5 min intervaloch v 1ml PBS-T o pH 7,4.
Potom sa aplikovali na membranky $pecifické znacené anti-krali¢ie alebo anti-mysie IgG-HRP
sekundarne protilatky nariedené v pomere 1:10 000 blokovacim roztokom. Nasledovala 60 min
inkub&cia pri RT za staleho trepania. Po inkubécii sa membranky rychlo premyli trikrat 1 ml
PBS-T pufru a opétovne trikrat v 5 min intervaloch 1 ml PBS-T pufru o pH 7,4. Nakoniec sa
aplikoval enzymovy substrat 100 pl/membranku a nechal sa posobit’ 5 min.

4.5 lzolacia exozomov z Pudského séra komercénymi testami
Pouzité roztoky:

= mirCURY™ Exosome lIsolation Kit pre sérum / plazmu; na baze imunoprecipitacie;

pre objem 600 pl 'udského séra (Exiqon-Qiagen, Hilden, Nemecko) (vid’ postup A)
* komerc¢ny Precipitacny roztok A
= komer¢ny Resuspendacny roztok
= Total Exosome Isolation Kit pre sérum; na baze imunoprecipitacie; pre objem 150 pl
'udského séra (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) (vid’ postup B)

» Komercny precipitaény roztok

» Premyvaci roztok: PBS o pH 7,4

Postup A:

Sérum o objeme 600 ul sa scentrifugovalo pri 12,3 rpm po dobu 5 min pri RT na odstranenie
zvySkov buniek. Supernatant o objeme 500 pl sa preniesol do novej skimavky, ¢ast’ sa uchovala
ako PV. K supernatantu sa pridalo 200 pl Precipitatného pufru A s néslednou inkubéaciou
na rotatore pri 4 °C po dobu 60 min. Néasledne prebehla centrifugacia pri 5,0 rpm. Odobral sa
supernatant do novej skimavky (S1). Usadenina (peletka) na dne skimavky sa resuspendovala
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pomocou komeréného resuspendac¢ného pufru o objeme 270 ul. Suspenzia sa pretrepala
na vortexe po dobu 5 az 10 min do homogenizacie roztoku (S2). Jednotlivé frakcie sa uschovali

pre overenie ucinnosti izolacie na SDS-PAGE s naslednym blottingom na membranu.
Postup B:

Sérum o objeme 150 ul sa scentrifugovalo pri 6,0 rpm po dobu 30 min pri RT na odstranenie
buniek a ich zvyskov. Odobral sa supernatant o objeme 100 ul (S1), ¢ast’ sa uschovala ako PV.
K supernatantu sa pridal komerény precipitaény roztok o objeme 20 ul/100 pl séra. Prebehla
inkubécia pri 4 °C na rotatore po dobu 30 min. Nésledne sa suspenzia scentrifugovala
pri 12,3 rpm po dobu 10 min a pri RT. Potom sa odobral supernatant (S2), predpokladana
vyizolovana frakcia exozdmov ostala v peletke na dne skimavky, ktora sa resuspendovala
v 25 ul PBS pufru opH 7,4. Vsetky frakcie vratane vyizolovanych exozomov sa pouzili
pre d’alsiu SDS-PAGE analyzu s pripadnym naslednym blottingom na membranu metodou
WB.

4.6 Priprava imunosorbentu

4.6.1 2-krokovéa imobilizacia protilatok na magnetické ¢astice
Pouzité chemikalie:
= hydrat kyseliny 2-morfolino-ethansulfonovej, MES (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO.
USA)
» hydroxy-2,5-dioxo-pyrrolidin-3-sulfonova kyselina, SULFO-NHS (Sigma-Aldrich, St.
Luis, MO. USA)
= N-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodiimid hydrochlorid, EDC (Sigma-Aldrich,
St. Luis, MO. USA)

Pouzité roztoky:
= 0,1 M MES pufer o pH 5,0 (1,95249/100 ml; uprava pH pomocou 6 M NaOH)
= PBS pufer o pH 7,4 (4 g NaCl; 0,1 g KH2PO4; 1,459 NaoHPO4 x 12 H>0; 0,1 g KCI;
doplnené na objem 500 ml dH20)

Pouzité magnetické ¢astice — imunosorbent:
= Sera-Mag Speed Beads, magnetické Ccastice s karboxylovou funk¢énou skupinou;
@ 0,816 pum; mnozstvo 1 mg; koncentricia 50 mg/ml; (Thermo Scientific Inc, Fremont,
CA, USA)
Pouzité protilatky:
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* Monoklonalne mysie IgG anti-CAl protilatky; mnozstvo 50 pg/l mg nosica;
koncentracia 1 mg/ml (ORIGENE, Rockville, Maryland, USA)

= monoklonalne mysie IgG1 anti-"'udské CD63 protilatky, LEAF™, 53 kDa, klon H5C®6,
koncentracia 1 mg/ml (BioLegend Inc, San Diego, CA, USA)

* polyklonalne krali¢ie IgG anti-l'udské CD63 protilatky, koncentracia 0,5 mg/ml
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

Postup:

Pre pripravu magnetického nosic¢a sa pouzil 1 mg suspenzie magnetickych ¢astic (50 pl sa
odobralo zo zasobného roztoku o koncentracii 1 mg/ml), ktoré sa nasledne 5- krat 1,5 ml 0,1 M
MES pufru o pH 5,0. k premytym casticiam sa pridala zmes Sulfo-NHS (0,1 mg/250 pl
0,1 MES o pH 5,0) s EDC (0,6 mg/250 ul 0,1 MES o pH 5,0) o findlnom objeme 500 pl. Zmes
spolu s magnetickymi ¢asticami sa nechala inkubovat’ 30 min na rotatore pri RT. Castice sa
opéat’ premyli dvakrat 1,5 ml 0,1 M MES pufru o pH 5,0. K preaktivovanym casticiam sa
napokon pridali $pecifické mono- / polyklonalne protilatky 0 mnozstve 50 pg/1 ml 0,1 M MES
pufru o pH 5,0. Z roztoku protilatok sa odobralo a uschovalo 10 pl ako pévodna vzorka (PV)
pre overenie ucinnosti vidzby metddou SDS-PAGE. Nasledovala inkubacia cez noc
Vv chladnicke pri 4°C na rotatore. Na druhy defi pomocou magnetického separatoru sa odobral
supernatant ako vizbova frakcia (VF). Castice sa premyli trikrat 1,5 ml 0,1 M MES pufru o pH
5,0. Nasledne sa opét’ premyli Styrikratstyrikrat 1,5 ml PBS pufrom o pH 7,4. Po kazdom prvom
premyti sa odobrala premyvacia frakcia (P) pre SDS-PAGE analyzu. Vysledny nosi¢ sa

uschoval v 1 ml PBS o vyslednej koncentracii 1mg/ml.

4.6.2 Imobilizacia protilatok na nosi¢ s proteinom A/G s naslednym zosiet'ovanim
(cross-linking) pouzitim DMP
Pouzité chemikalie:
» Imidoester dimethyl pimelimidate, DMP; CgH1sN2O> (Thermo-Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA)
= Trifluor octova kyselina, TFA; 0,05% (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO. USA)
= Triethanolamin; 98%; CsH1sNOs3 (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO. USA)
= Ethanolamin; C2H7NO (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO. USA)
* Mocovina; CHsN20; (Lach:ner, Neratovice, CZ)

Pouzité roztoky:

= Vaézbovy roztok a premyvaci roztok: 0,1 M MES pH 5,0
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= Zosiet'ovanie:
» premyvaci roztok: PBS pH 7,4 s 0,1 % Tweenom (PBS-T)
= zosiet'ovaci roztok: 0,2M triethanolamin v PBS-T, pH 8,0

= blokovaci roztok: 50 mM ethanolamin v PBS-T

Pouzité magnetické ¢astice — imunosorbent:
= BcMag™ Protein G, magnetické ¢astice kovalentne konjugované s rekombinantnym
proteinom G na povrchu, @ 1 pum, 20 mg/ml, mnozstvo 1 mg (Bioclone Inc, San Diego,
CA, USA)
= BcMag™ Protein A, magnetické ¢astice kovalentne konjugované s rekombinantnym
proteinom A na povrchu, @ 1 um, 20 mg/ml, mnozstvo 1 mg (Bioclone Inc, San Diego,
CA, USA)

Pouzité protilatky:
= monoklonalne mysie IgG1 anti-l'udské CD63 protilatky, LEAF™, 53 kDa, klon H5C®6,
koncentracia 1 mg/ml (BioLegend Inc, San Diego, CA, USA)
» polyklonalne krali¢ie IgG anti-l'udské CD63 protilatky, koncentracia 0,5 mg/ml
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
= monoklonalne mysie IgG anti-CAl; koncentracia 1 mg/ml (ORIGENE, Rockville,
Maryland, USA)

Postup:

Na pripravu nosic¢a sa pouzilo 1 mg magnetickych castic (odobralo sa 20 pl zo zasobného
roztoku, koncentracia 1 mg/ml), ktoré sa resuspendovali v uskladiiovacom roztoku na vortexe
a nasledne sa pomocou magnetického separatora tento pufer odstranil. Potom sa Gastice premyli
dvakrat v 50 pl 0,05% TFA a d’alej sa trikrat premyli v 1 ml MES pufre o pH 5,0. K premytym
Casticiam boli pridané nariedené protilatky v MES pufre o celkovom objeme 200 pl (50 ul Ab
doplnené na objem 200 pl s MES pufrom o pH 5,0). Cast’ protilatok uschovala ako PV.
Nasledovala 60 min inkubécia pri RT na rotatore. Pomocou separatora sa odobral supernatant
ako vizbova frakcia (VF). Dalej sa &astice premyli trikrat v MES pufri o pH 5,0 a napokon
v 1 ml zosietovacieho roztoku 0,2 M ethanolaminu o pH 8,0. Po odsati sa opatovne pridal 1 ml
0,2 M ethanolaminu s obsahom 25 mM DMP (crosslinker). Prebehla inkubacia pri RT na
rotatore po dobu 45 min. Nasledne sa odobrala frakcia a ¢astice sa premyli v 1 ml blokovacieho
pufru 50 mM ethanolaminu, ktory sa odsal a opatovne sa pridal znova 1 ml na kone¢nu

koncentraciu 1 mg/ml. Nasledovala inkubécia pri RT na rotatore po dobu 60 min. Po odobrati
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frakcie sa Castice este trikrat premyli v PBS-T o pH 7,4. Po kazdom prvom premyti sa odobrala

frakcia pre d’al$iu analyzu na overenie Gi¢innosti viazby metédou SDS-PAGE.

4.7 Overenie ucinnosti imunosorbentu vychytanim antigénu — vyizolovanej
frakcie exozomov z Pudského séra

Pouzité chemikalie:

» Imunosorbent: magnetické Castice BcMag Protein G a Sera-Mag s imobilizovanymi
primarnymi monoklonalnymi mysimi anti-CAl a polyklonalnymi krali¢imi anti-CD63
protilatkami (50 pg protilatok na Img nosica)

= Antigény (A

= Karbonicka anhydraza I (CAI): mnozstvo 50 pg rozpustené v 1 ml PBS-T o pH
7,4; koncentracia zasobného roztoku 1 mg/ml; pre zachyt sa pouzilo 200 pl
suspenzie Ag

= Vyizolovana frakcia exozomov: 25ul frakcie nariedené na celkovy objem 1 ml

s PBS-T o pH 7,4; pre zachyt sa pouzilo 200 pl suspenzie Ag

Pouzité roztoky:

= Riediaci a premyvaci roztok: PBS-T a PBS-T s obsahom 1M NaCl

* Eluény roztok: 0,05% TFA o pH 2-3

Postup:

K vopred pripravenemu imunosorbentu (postup pripravy vid’ predtym) o koncentracii 1 mg/ml
v PBS-T o pH 7,4 sa pridalo 200 pl pripravenej suspenzie Ag (pri CAl 50 ul/ml PBS-T;
pri exozomalnej frakcii 25 pl/ml PBS-T). Cast suspenzie Ag sa uschovalo pre SDS-PAGE
analyzu ako pévodné vzorka (PV). Vizba Ag prebichala pocas 60 min inkub&cie na rotéatore
pri RT. Po skonceni inkubacie sa odobrala vdzbova frakcia (VF) pre d’al$iu analyzu. Nésledne
sa imunosorbent premyl trikrat v1 ml PBS-T opH 7,4. Po prvom premyti sa odobrala
premyvacia frakcia (P1). Potom sa premyl dvakrat v 1 ml PBS-T s obsahom 1M NaCl. Opit’ sa
odobrala premyvacia frakcia (P2). Napokon sa imunosorbent premyl este trikrat v 1 ml PBS-T
o pH 7,4 a opétovne sa odobrala frakcia P3. Po premyti nasledovala elicia Ag dvakrat v 150 pl
0,05% TFA po dobu 10 min pri RT na rotatore. Po kazdej elticii sa odobrala frakcia (E1 a E2).

4.8 Deplécia Pudského sérového albuminu
Pouzité magnetické astice:
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» Komerény imunoprecipitaény kit PureProteome™ Albumin Magnetic Beads
MILLIPORE, magnetické castice s kovalentne naviazanym anti-albuminovym
ligandom; mnozstvo 3ml suspenzie odpovedalo 600 pl ¢astic; kit bol optimalizovany
pre 100 ul I'udského séra (Merck KGaA, Darmstadt, Nemecko)

Pouzité roztoky:

= Premyvaci a riediaci pufer: PBS o pH 7,4

» Elu¢ny roztok: glycin-HCl o pH 2,0

Postup:

Suspenzia magnetickych castic o objeme 3ml sa resuspendovali na vortexe v uskladiiovacom
pufre, ktory sa napokon odobral pomocou magnetického separatoru. Castice sa premyli dvakrat
v 1 ml PBS pufru o pH 7,4. Po odstraneni PBS pufru sa k ¢asticiam pridala vzorka séra (100 pl
séra nariedené na celkovy objem 400 pl s PBS pufrom o pH 7,4). Cast’ séra sa uschovalo ako
PV. Prebehla inkubacia pri RT na rotatore po dobu 60 min. Depletované sérum sa odobralo
pomocou separatoru pre naslednu izolaciu exozémov (S1). Castice sa premyli trikrat v 3 ml
PBS pufre o ph 7,4. Po prvom premyti sa odobrala frakcia (P1). Nasledovala elucia 'udského
sérového albuminu (HSA) z magnetickych castic pomocou 500 pl eluéného roztoku
glycin- HCI o pH 2,0. Elu¢né frakcie sa uschovali pre overenie deplécie HSA zo séra (E1-E7)
metodou SDS-PAGE.

4.9 Proteolytické Stiepenie z gélu (In Gel Digest) modifikovanym
trypsinom

Pouzité chemikalie:
= 2-jodoacetamid, IAC (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO. USA)
= Dithiotreitol, DTT (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO. USA)
* Hydrogénuhli¢itan aménny, NHsHCO3z (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO. USA)
= Kyselina trifluoroctova 99%, TFA (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO. USA)
= Acetonitril 100%, ACN (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO. USA)
» Kyselina mravéia, FA, HCOOH (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO. USA)
= Modifikovany Trypsin pre sekvenaciu/Lys-C Mix, Mass Spec Grans, aktivita: 19136 U

/ mg (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA)

Pouzité roztoky:

=  Roztok ABC: 100 mM NHsHCO3
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= 10mM DDT v 100 mM ABC

= 55mMIAC v 100 mM ABC

» Premyvaci roztok: 100% ACN

= QOdfarbovaci roztok: 50% ACN/50 mM ABC

= Extrakény roztok: 60% ACN/2% FA

» Roztok trypsinu: 10 ng/ul rozpustené v 10 mM ABC s obsahom 10% ACN

Pouzita Matrica:
CHCA (koncentracia 5 mg/ml rozpustena v 60% ACN s 0,1% TFA a 2 mM DAHC)

Postup:

Po predchéadzajucom rozdeleni proteinov metddou SDS-PAGE sa prislusné pruzky proteinov
vyrezali z polyakrylamidového gélu ofarbeného Commasie brilliant blue a preniesli sa
do skiimavky. Nasledne sa pomocou $pi¢ky kusky gélu rozmelnili na mensie ¢iastocky. Ku gélu
sa pridalo 100 pl odfarbovacieho roztoku a nasledovala 30 min inkubacia pri RT pokym
nedoslo k Uplnému odfarbeniu gélu. Potom sa ku gélu pridalo 400 pl 100% ACN a zmes sa
nechala inkubovat’ pri RT az kym roztok nezbelel a ndsledne sa roztok ACN odsal. K vzorke
sa pridalo 50 pl 10 mM DTT a prebehla d’al$ia inkubacia v termomixéri pri teplote 60 °C
po dobu 30 min. Opat’ sa k roztoku pridalo 400 pl 100% ACN a roztok sa nechal inkubovat’
pri RT az do zbelenia. Po odsati roztoku sa pridalo 50 pl 55 mM IAC azmes sa nechala
inkubovat’ v tme pri RT. VVzorka sa premyla v 100 pl roztoku ABC a nésledne v 400 pl ACN.
K takto pripravenému gélu sa pridalo 50 pl roztoku trypsinu o koncentracii 10 ng / pul v 10 mM
NHsHCO3 s 10% ACN. Nasledovala inkubécia v chladnicke pri teplote 4 °C po dobu 30 min
z dévodu nasatia trypsinu do gélu. Ak by nebol gél ponoreny do roztoku pridalo by sa d’alsie
mnozstvo trypsinu a nasledovala by inkubéacia po dobu 45 min v chladnic¢ke. Pokial’ bol gél
ponorené do roztoku nasledovala uz len 20 min inkubacia v chladni¢ke a nasledne sa pridalo
10 ul 100 mM ABC s inkubéaciou cez noc v termobloku s trepanim 500 rpm pri 37 °C po dobu
18 hodin. Po nastepeni bol odobraty supernatant a okysleny s 5% TFA na vyslednd hodnotu pH
3 — 4. K zbytkovému gélu sa pridalo 50 pl extrakéného roztoku a nasledovala inkubéacia
pri 37 °C na rotatore s 500 rpm po dobu 15 min. Extrahované peptidy a supernatant boli
vysusené pri teplote 45 °C a 1400 rpm. Nasledne boli rozpustené v 20 pl 0,1% TFA. Takto
upravené vzorky boli pripravené k hmotnostnej analyze. VVzorky peptidov boli pred analyzou
skladované pri teplote -20 °C.
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5 Vysledky a diskusia

Diplomova praca bola zamerana na zavedenie metody izolacie exozomov, pomocou ktorej by
bolo mozné detegovat’ EVSs z 'udskej krvi. Systém bol zalozeny na kombinacii imunoanalyzy
magnetickej separacie na baze imunoprecipitacie a imunochemickej detekcie. Podstatou tychto
metod, ako uz bolo bliz§ie uvedené v teoretickej Casti, bola reakcia Specifickej protilatky
S prisluSnym antigénom. V tejto praci sme sa sustredili na metody izolacie komerénymi testami
a Vv laboratoriu pripravenym imunosorbentom s imobilizovanymi $pecifickymi protilatkami
namierenymi proti povrchovym CD znakom na exozomoch. Vsetky experimenty a funkénost’
vyvijanej metody sa spociatku testovala na modelovom systéme. Neskdr po potvrdeni
funk¢nosti modelového systému sa preslo k experimentom so vzorkami séra od zdravého

jedinca.

5.1 Vyber vhodného magnetického nosi¢a pre pripravu imunosorbentu

Jednou z metdd izolacie exozémov sU imunoafinitné metddy ako napriklad priprava
imonosorbentu, kde sa na vhodne zvoleny magneticky nosi¢ imobilizuji spo¢iatku modelove
neSpecifické anti-l'udské 1gG protilatky. V experimente sa porovnavali tri komeréné
magnetické Castice vid’ Tabulka 2. SeraMag Castice mali priemer 0,816 um s karboxylovou
funkénou skupinou. Na aktivaciu povrchu tychto Castic sa pouzila karbodiimidova metdda,
postup je uvedeny v kapitole 4.6.1, s 0,6 mg EDC a 0,1 mg Sulfo-NHS na 1mg magnetickych
Castic. Komer¢né ¢astice BcMag s proteinom G alebo A na svojom povrchu mali priemer 1 pum.
Pre imobilizaciu modelovych protilatok, sa DMP pouzil na ich zosietovanie (,,cross-linker<)
a ethanolamin ako koneény blokator tejto reakcie, kde postup prevedenia tejto metody je

detailnejsie uvedeny v kapitole 4.6.2.

Tabulka 2: Komercné magnetické castice pouzité pre pripravu imunosorbentu

Magnetické Funkénd Vyrobca Prieme Aktivdcia  Sp6sob vizby PouZité Obradzok

Castice skupina r [um] mnoZstvo gélu
SeraMag -COOH Thermo 0,816 EDC, neorientovana 1mg 14
Scientifi Sulfo-NHS
c
BcMag Protein  Bioclone 1 DMP orientovana 1mg 15
G
BcMag Protein  Bioclone 1 DMP orientovanad 1mg 16
A
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Po neorientovanej véazbe 50 pg neSpecifickych anti-l'udskych 1gG na 1 mg magnetického
SeraMag nosic¢a v prostredi MES pufru o pH 5,0 sa po 1 hodinovej inkubécii odobrala vézbova
frakcia a podobne tomu tak bolo aj u premyvacich frakciach v PBS-T o pH 7,4. Vsetky
jednotlivé frakcie sa pre overenie Gi¢innosti viazby metdodou SDS-PAGE nadavkovali v pomere
10 pl vzoriek ku 10 pl vzorkového pufru G do jamiek 10% polyakrylamidového gélu ako je
uvedené na Obréazku 14. Po rozdeleni proteinov sa gél ofarbil koloidnym roztokom
amoniakalneho striebra, postup farbenia je blizSie uvedeny v kapitole 4.2.1. Na zaklade
denzitometrického vyhodnotenia intenzity v programe Image Lab 5.0 po vyvolani v pristroji
ChemiDoc sa urcilo, Zze sa 50,74 % protilatok naviazalo na magneticky nosi¢. Urcita Cast
protilatok sa nenaviazala uz pri vézbe a Cast’ sa uvolnilo pri premyvani v PBS-T pufre o pH
7,4, ¢o mohlo byt’ zapri¢inené rozdielom pH pri prechode z vazbového MES pufru o pH 5,0
medzi prvym a druhym premyvani.
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Obrazok 13: Vysledok SDS-PAGE analyzy pre overenie ucinnosti nosica-SeraMag pre imobilizaciu
nespecifickych protilatok anti-ludskych IgG; 10% polyakrylamidovy gél, 5% zaostrovaci gél, vzorkovy
pufer G; farbenie koloidnym roztokom amoniakalneho striebra; MM (molekulovy marker); PV
(neSpecifické anti-ludské IgG); VF (vazbové frakcia v MES pufru); P1 (premyvanie v MES pufri o pH
5,0) P2 (premyvanie v PBS-T o pH 7,4)

Pri vazbe 50 pg nespecifickych anti-I'udskych IgG v prostredi MES pufru o pH 5,0 na 1mg
nosi¢u BcMag s Proteinom G a A sa jednalo o orientovany typ vézby. Uginnost’ vizby prtiatok
sa overila metddou SDS-PAGE. Podobne ako u predchadzajucom SeraMag nosiéi sa taktiez
odoberali jednotlivé frakcie pri vdzbe ako aj pri premyvani ¢i croslinkingu s DMP o pH 8,0.
Opit boli jednotlivé frakcie nadavkované v pomere 10 pl vzoriek ku 10 pl vzorkového pufru
G do jamiek 10% polyakrylamidového gélu ako je uvedené na Obrazku 15 - 16. Na zaklade

denzitometrického vyhodnotenia intenzity v programe Image Lab 5.0 po vyvolani v pristroji
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ChemiDoc sa ur¢ilo, ze sa 100 % protilatok naviazalo na magneticky nosi¢ v pripade BcMag

Protein G aj A.
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Obrazok 14: Vysledok SDS-PAGE analyzy pre overenie ucinnosti nosica BcMag Protein G pre
imobilizaciu nespecifickych protilatok anti-ludskych IgG, 10% polyakrylamidovy gél, 5% zaostrovaci
gél, vzorkovy pufer G; farbenie koloidnym roztokom amoniakalneho striebra; MM (molekulovy
marker); PV (nespecifické anti-ludské IgG); VF (vizbovad frakcia v MES pufru); P1 (premyvanie
v PBS- To pH 7,4); P2 (zosietovanie s ethanolaminom o pH 8,0); P3 (inkub&cia v ethaolamine s DMP);
P4 (inkubacia v triethanolamine); P5 (premyvanie v PBS-T o pH 7,4)
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Obrazok 15: Vysledok SDS-PAGE analyzy pre overenie ucinnosti nosica BcMag Protein A pre
imobilizaciu nespecifickych protilatok anti-ludskych 1gG; 10% polyakrylamidovy gél, 5% zaostrovaci
gél, vzorkovy pufer G; farbenie koloidnym roztokom amoniakélneho striebra; MM (molekulovy
marker); PV (nespecifické anti-ludské IgG); VF (vizbovd frakcia v MES pufru); P1 (premyvanie v PBS-
T o pH 7,4); P2 (zosietovanie s ethanolaminom o pH 8,0); P3 (inkubacia v ethaolamine s DMP); P4
(inkubacia v triethanolamine); P5 (premyvanie v PBS-T o pH 7,4)
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Na zéklade vysledkov denzitometrického vyhodnotenia gélov pre overenie u¢innosti vézby
modelovych protilatok sa javia SeraMag aj BcMag Protein G a A slubne pre zostavu
imunosorbentu. Ak sa vezmu do Uvahy rozdiely afinit Proteinov G a A, vid’ Tabulka 3, voci
jednotlivym triedam protilatok sa pre pripravu potencialneho imunosorbentu zvolil ako nosi¢
komer¢né magnetické BcMag Protein G Castice.

Tabulka 3: Prehlad afinit Proteinu Aa G pre jednotlivé druhy atriedy protilatok. Prevzaté
a modifikované z [156]

Druh Trieda Protein  Protein

protildtok A G

fudské celkové I1gG +++ +++

IgG1 +++ +++

1gG2 +++ +++

1gG3 + +++

IgG4 +++ +++
IgM + -
IgD - -
IgA + -

mysie celkové IgG +++ +++
IgM - -

IgG1 + ++

IgG2a +++ +++

IgG2b +++ +++

1gG3 +++ +++

krdlicie celkové IgG +++ +++

5.1.1 Priprava modelového imunosorbentu imobilizaciou $pecifickych protilatok
na magnetické SeraMag a BcMag Protein G nosice

Po predchadzajtcej vybere nosic¢ov sa pristipilo k priprave modelového imunosorbentu zvolili
uz Specifické monoklonalne mysie anti-CAl 1gG (ORIGENE). Ako magnetické nosice sa
po predoslej analyze zvolili SeraMAg a BcMag Protein G. Opat’ sa viazalo 50 pg protilatok
na 1 mg nosica v prostredi MES pufru o pH 5,0. Postup imobilizacie aj podmienky boli rovnake
ako pri modelovom systéme s neSpecifickymi anti-Fudskymi 1gG. Pre vyhodnotenie
a porovnanie ucinnosti vdzby protilatok na nosi¢e sa pouzila metdéda SDS-PAGE vid’
Obrazok 17. Do jamiek gélu sa davkovali vzorky v pomere 10 pl vzorky ku 10 pl vzorkového
roztoku G. Po ofarbeni gélu a denzitometrickom vyhodnotenim sa urcila v programe ImagelLab
5.0 u¢innost’ vizby 75,26 % u nosica SeraMag a 100% u BcMag Protein G.
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Obréazok 16: Vysledok SDS-PAGE analyzy pre porovnanie wucinnosti nosicov SeraMag a BcMag Protein
G pre imobilizdaciu Specifickych monoklonalnych protilatok anti-CAl 19gG. 10% polyakrylamidovy gél,
5% zaostrovaci gél, vzorkovy pufer G; farbenie koloidnym roztokom amoniakalneho striebra; MM
(molekulovy marker); SeraMag: PV (nespecifické anti-ludské IgG), VF (vizbova frakcia v MES pufru);
P1 (premyvanie v MES pufri o pH 5,0) P2 (premyvanie v PBS-T o pH 7,4)

BcMag-Protein G: PV (specifické anti-CAl 1gG); VF (vazbové frakcia v MES pufru); P1 (premyvanie
v PBS-T 0 pH 7,4); P2 (zosietovanie s ethanolaminom o pH 8,0); P3 (inkubécia v ethaolamine s DMP);
P4 (inkubacia v triethanolamine); P5 (premyvanie v PBS-T o pH 7,4)

5.1.2 Overenie funkénosti modelovych imunosorbentov metédami SDS-PAGE

a Semi-Dry Western blot
Po predchadzajucej priprave imunosorbentov bolo nutné overit’ ich funkénost’ principom tvorby
imunokomplexu véazbou proteinu karbonickej anhydrazy | (CAI) imobilizovanymi
monoklon&lnymi mysimi anti-CAl 1gG (ORIGENE) na SeraMag a BcMag Protein G nosic¢och.
Na vazbu sa pouzilo 50 pug CAI rozpustenych v1 ml PBS-T pufru opH 7,4. K1 mg
pripraveného nosica sa pridalo 200 pl suspenzie CAl, detailnejsi postup je uvedeny v kapitole
4.7. Po prebehnuti reakcie tvorby imunokomplexu sa odoberala vdzbova frakcia ako aj
po premyvani v PBS-T pufru o pH 7,4. Na overenie funk¢nosti imunosorbentu eliciou CAI
v prostredi eluéného pufru 0,05% TFA sa pouzila metdda SDS-PAGE, kde sa do jamiek 16%
polyakryamidového gélu davkovalo 7,5 pl vzorky + 7,5 ul vzorkového pufru G. Na gély, ktory
je uvedeny na Obrazku 18 mozno vidiet', Ze pri imunosorbente so SeraMag ¢asticami ako
nosi¢om doslo k slabej tvorbe imunokomplexu a na zaklade denzitometrického vyhodnotenia
v programe ImageLab 5.0 sa preukazalo, ze 93,09 % CAI nebolo vyviazané a zvysok sa uvolnil
pocas premyvania v PBS-T. Co sa tyka imunosorbentu s BcMag nosi¢om pravdepodobne doslo

k celkovému vyviazaniu CAIl pomocou 0,05% TFA sa eluovalo 85,78%.

74



SeraMag BcMag-Protein G

MW
(kDa] MM PV [VF P1 P2 P3 E1 E2|[VF PL P2 P3 E1 E2
250
150 -
100
75 | ? p—
50 -
-
37
- b
25 -
20
—

Obréazok 17: Vysledok SDS-PAGE analyzy porovnania ucinnosti imunosorbentov SeraMag A BcMag-
Protein G s imobilizovanymi specifickymi monoklonalnymi anti-CAl 1gG po véazbe CAI s néslednou
elciou; 16% polyakrylamidovy gél, 5% zaostrovaci gél, vzorkovy pufer G; farbenie koloidnym
roztokom amoniakalneho striebra; MM (molekulovy marker); PV (pbvodna vzorka CAl); VF (véazba
v MES pufrio pH 7,4); P1a P3 (premyvanie v PBS-T 0 pH 7,4); P2 (premyvaniev PBS-To pH 7,4 s 1M
NaCl); E1-E2 (elucia CAl v 0,05% TFA)

Pre d’alSie overenie funk¢nosti imunosorbentov vyviazanim proteinov CAl a s ich naslednou
ellciou sa pouzilo preblotovanie proteinov na nitrocelul6zovi membranu metédou Semi-Dry
WB, ktorej postup je uvedeny v kapitole 4.3. Ako primarna protiladtka slazili opat
monoklonalne mysie anti-CAl IgG nariedené v pomere 1:1000 blokovacieho roztoku 5%
suseného mlicka. Ako sekundarne protilatky (konjugat) sa pouzili anti-mysie IgG znacené
chrenovou peroxidazou (HRP) (Sigma-Aldrich) riedené v pomere 1:10 000 blokovacieho
roztoku 5% suSeného mlieka. Po aplikacii enzymatického substrdtu sa membrana nechala
vyvolalat’ v stanici ChemiDoc, ako je uvedené na Obrazku 19. Na zé&klade analyz SDS-PAGE
a Semi-Dry WB sa ukazali magnetické Castice BcMag Protein G na rozdiel od SeraMag
vhodnejsie pre pripravu modelového a potencialneho imunosorbentu pre moznua izolaciu

exozomov.
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Obrézok 18: Vysledok analyzy WB pre porovnania ucinnosti imunosorbentov SeraMag A BcMag-
Protein G s imobilizovanymi specifickymi monoklonalnymi anti-CAl 1gG po vazbe CAI s naslednou
eluciou; 16% polyakrylamidovy gél, 5% zaostrovaci gél, vzorkovy pufer G; riedenie prim. Ab 1:1000;
riedenie konjugatu anti-mysie IgG-HRP 1:10 000; MMd (molekulovy marker- dual color); PV (pbvodna
vzorka CAl); VF (vazba v MES pufri opH 7,4); P1 aP3 (premyvanie vPBS-T opH 7,4); P2
(premyvanie v PBS-T o pH 7,4 s 1M NaCl); E1-E2 (eltucia CAl v 0,05% TFA)

5.1.3 Optimalizcia podmienok pripravy imunosorbentu pri BcMag Protein G
nosici
Na zéklade SDS-PAGE analyzy sme zistili, Ze sa ndm objavuje prazok v 0 molekularnej
velkosti okolo 50 kDa pri imobilizécii protilatok na BcMag Protein G magneticky nosi¢ pocas
faze zosietovania s DMP. K tomuto javu dochadzalo pri prechode pH z 5,0 do 8,0. Pokus sa
robil rovnakym postupom ako pri imobilizécii protilatok akurét stym rozdielom, ze sme
namiesto protilatok pouzili MES pufer o pH 5,0. Jednotlivé vzorky sa nadavkovali na 12%
polyakrylamidovy gél nariedené v pomere 10 pl vzorky ku 10 ul vzorkového pufru G. Gél bol
ofarbeny koloidnym roztokom amoniakalného striebra vid” Obrazok 20. Ako mozno vidiet
nagely vo frakcii P2 doslo k uvolneniu pravdepodobne hovédzieho sérového albuminu
(Bovine Serum Albumin, BSA), ktory je obsiahnuty v tychto komerénych magnetickych
casticiach. Pokusili sme sa tento jav odstranit’ vloZzenim kroku do postupu premytim nosica
dvakrat s 50 pl 0,05% TFA. Postup bol opét’ rovnaky bez pouzitia protilatok a namiesto nich
sa pouzil MES pufer o pH 5,0. Vzorky nariedené v pomere 10 pl vzorky ku 10 pl vzorkového
pufru G sa nadavkovali na 10% polyakrylamidovy gél. Do poslednej jamky sa vlozila eSte
frakcia P2 z minulej analyzy pre porovnanie ucinnosti optimalizacie vid® Obrazok 21.

Po rozdeleni proteinov sa gél ofarbil koloidnym roztokom amoniakalného striebra.
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Obréazok 19: Vysledok SDS-PAGE analyzy pre overenie stability nosica BcMag Protein G pri prechode
pH z 5,0 do 8,0. 12% polyakrylamidovy gél, 5% zaostrovaci gél, vzorkovy pufer G; farbenie koloidnym
roztokom amoniakalneho striebra; MM (molekulovy marker); PV (MES pufer o pH 5,0); VF (vézbova
frakcia v MES pufru); P1 (premyvanie v PBS-T o pH 7,4); P2 (zosietovanie s ethanolaminom o pH 8,0);
P3 (inkubécia v ethanolamine s DMP); P4 (inkub&cia v triethanolamine); P5 (premyvanie v PBS-T
opH74)
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Obréazok 20: Vysledok SDS-PAGE analyzy pre overenie ucinnosti optimalizdcie premytia nosica BcMag
Protein G premytim s 0,05% TFA. 10% polyakrylamidovy gél, 5% zaostrovaci gél, vzorkovy pufer G;
farbenie koloidnym roztokom amoniakalneho striebra; MM (molekulovy marker); PV (MES pufer o pH
5,0); VF (vazbova frakcia v MES pufru); P1 (premyvanie v PBS-T o pH 7,4); P2* zosiefovanie
s ethanolaminom o pH 8,0); P3 (inkubécia v ethanolamine s DMP); P4 (inkubacia v triethanolamine);
P5 (premyvanie v PBS-T o pH 7,4); P2 (zosietovanie s ethanolaminom o pH 8,0 z pokusu bez premytia
nosica s TFA)

Z vysledku SDS-PAGE analyzy vidiet’, Ze premytia nosic¢a na zac¢iatku prace s nim 0,05% TFA
ma vplyv na uvolnovanie BSA z nosica pri prechode pH z 5,0 do 8,0 pri zosietovani s DMP.

Prazok s BSA vo frakcii P2* je podstatne slabsi ako u P2 bez premytia nosic¢a 0,05% TFA.
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5.2 lzol4cia exozomélnej frakcie pomocou komerénych testov

Po vytvoreni a optimalizovani modelového systému pripravy imunosorbentu sa prikro¢ilo
k testovaniu tohto systému na vzorkach séra ziskaného od zdravého darcu. Vzorky séra boli
zmrazené a uschované pri teplote -20 °C. Na izolaciu exozomalnej frakcie zo séra sa pouzili
dva komeréné testy mirCURY™ Exosome lIsolation Kit (firma Exigon) a Total Exosome
Isolation Kit (firma Invitrogen). Principom oboch testov je imunoprecipitacia. Na zaciatku sa
sérum zbavilo prebytoénych buniek a ich zvySkov. Pri izolacii exozdmov komerénym kitom
od firmy Invitrogen sa pouzilo 600 pl séra, ktoré sa najskdr zbavilo zvySkov buniek
centrifugaciou pri otackach 12,3 rpm podla postupu (A) v kapitole 4.5. U kitu od firmy
Invitrogen sa izolovalo zo 150 pl séra, ktoré bolo zbavené zvyskov buniek pri otackach 6,0 rpm,
postup (B) je blizsie uvedeny kapitole 4.5. Odobral sa supernatant, v ktorom pokrac¢ovala
izolacia exozémov. Vyizolovana exozomélna frakcia v peletke na dne skimavky sa
resusupendovala v 270 pl resuspendacného pufru pri pouziti kitu od firmy Exiqon a v 25 pl
PBS pufru o pH 7,4.

5.2.1 Porovnanie komerénych testov pre izolaciu exozomalnej frakcie metddou
SDS-PAGE
Utinnost’ izolacie exozomalnej frakcie z l'udského séra ziskané komerénymi kitmi od firmy
Exiqgon a Invitrogen sa porovnala analyzou SDS-PAGE. Vyizolované frakcie sa nadavkovali
na 12% polyakrylamidovy gél nariedené v pomere 10 pl vzorky k 10 pl vzorkového F
s obsahom B-merkaptoethanolu pre rozvolnenie l'ahkych a tazkych retazcov IgG. Gél sa
po ofarbeni koloidnym roztokom amoniakalneho striebra vyhodnotil v programe ImageLab.
Ako mozno vidiet na gély vid Obrazok 22 vyizolovand exozomalna frakcia ziskana
komerénym kitom od firmy Invitrogen je bohatSia no ma vyssi obsah abundantnych proteinov,

ktoré mozu skresl'ovat’ vysledok.
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Obréazok 21: Vysledok SDS-PAGE analyzy porovnania dvoch komercnych kitov pre izoldciu exozémov
z ludského séra; 12% polyakrylamidovy gél, 5% zaostrovaci gél, vzorkovy pufer F; farbenie koloidnym
roztokom amoniakalneho striebra; MM (molekulovy marker); Invitr. (vyizolovana exozomalna frakcia
komercnym kitom od firmy Invitrogen); Exiq. (vyizolovand exozomdalna frakcia komercnym kitom
od firmy Exigon)

5.2.2 Overenie ucinnosti izolacie exozomalnej frakcie Specifickymi protilatkami
namierenymi proti povrchovym znakom na exozémoch
Na zéklade predchadzajicej SDS-PAGE analyzy sme pristapili k overeniu u¢innosti izolacie
exozomalnej frakcie z 'udského séra oboma komerénymi testami preblotovanim rozdelenych
proteinov na nitrocelul6zovd membranu vid’ metddou Semi-Dry WB, ktorej postup je uvedeny
v kapitole 4.3. Na geél sa davkovalo nariedené vzorky izolacie v pomere 5 ul k 5 ul vzorkového
pufru F. Po blottingu proteinov a bloka¢nom kroku sa aplikovali na membranu nariedené
primarne $pecifické mysie monoklonalne anti-l'udské CD63/CD81 1gG (BioLegend) nariedené
v pomere 1:1000 bloka¢ného roztoku 5% suSeného mlieka. Po hodinovej inkubacii sa aplikoval
konjugat anti-mysie IgG-HRP (Sigma-Aldrich) nariedené 1:10 000 bloka¢ného roztoku 5%

suSené¢ho mlieka.
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A)  Prim. AB: mono anti-CD63 B) Prim. AB: mono anti-CD81
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Obrazok 22: Vysledok analyzy WB pre overenie reakcie mysich primarnych monoklonélnych anti-
ludskych CD63 (A) a CD81 (B) sproteinmi CD63 a CD81 po izolacii z ludského séra. 12%
polyakrylamidovy gél, 5% zaostrovaci gél, vzorkovy pufer F; riedenie prim. Ab 1:1000; riedenie
konjugatu anti-mysie IgG-HRP 1:10 000; MMd (molekulovy marker- dual color); Invitr. (vyizolovana
exozomalna frakcia komercnym kitom od firmy Invitrogen); Exiq. (vyizolovana exozomdlna frakcia
komercnym kitom od firmy Exiqon)

Po aplikacii enzymatického substratu na membranu a vyvolani v stanici ChemiDoc mozno
pozorovat, 7e pravdepodobne nedoSlo k Specifickej reakcii primarnych protilatok

s enzymatickymi povrchovymi proteinmi CD63 a CD81, vid’ Obrazok 23.

5.2.3 Overenie funkénosti $pecifickych monoklonalnych protilatok anti-CD63
a anti-81 s CAl ako kontrolou spravnosti prevedenia testu
Na z&klade predchédzajucej analyzy metddou Semi-Dry WB, pri ktorej sa nepodarilo preukazat’
reakciu Specifickych monoklonych anti-CD63 a anti-CD81 protilatok (BioLegend), sa overila
funkénost’ tychto protilatok metédou Dot blot na zéklade postupu uvedenom v kapitole 4.4.
Principom tejto analyzy bolo dokazat, ze skiimané protilatky vykazuju afinitu k danému
antigénu (Ag), v tomto pripade sa jednalo o exozomalne proteiny CD63 a CD81. Pozitivna
reakcia primarnych protiladtok a Ag by sa prejavila ¢iernym spotom po vyvolani v stanici
ChemiDoc. K testu sa pouzila suspenzia 3 ul vyizolovanej exozomalnej frakcie nariedené
na objem 100 pl PBS-T pufrom o pH 7,4, ktoré sa davkovala na PVDF membranu. Izolacia

exozomov bola prevedena komerénym kitom od firmy Exiqon z plazmocytarneho média
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RPMI, v ktorom sa predpokladal vyskyt exozomov so zékladnymi povrchovymi znakmi CD63
a CDB81 a l'udského séra. Destilovana voda sluzila ako negativna kontrola reakcie $pecifickych
protilatok a CAl ako kontrola spravnosti prevedenia testu. Pri CAI sa pouzili nariedené
primarne monoklonalne mysie anti-CAl IgG (ORIGENE) 1:1000 v blokovacom roztoku 5%
suseného mlieka. Ako konjugat sa vo vsetkych pripadoch pozili anti-mysie IgG-HRP (Sigma-
Aldrich) nariedené v pomere 1:10 000 v rovnakom roztoku ako u primarnych protilatok.
Pozitivna reakcia primarnych protilatok a Ag by sa prejavila ¢iernym spotom po vyvolani

v stanici ChemiDoc.

A) Prim. AB: mono anti-CD63  B) Prim. AB: mono anti-CD81

RPMI Exoz RPMI Exoz
dH20 X dH20 X
Negativna — Prazdna
kontrola jamka (X)
C) Bez prim. AB len konjugat D) Kontrola prevedenia testu
RPMI Exoz i,
CAl dH20 Pozitivna
kontrola
» testu
dH20 X X X

Obréazok 23: Vysledok Dot blot analyzy overenia funkcnosti primarnych mysich monoklonalnych anti-
udskych CD63 a CD8L1 protilatok pri reakcii s proteinmi CD63 a CD81 ziskanych z plazmocytarného
média RPMI, exozomalnej frakcie zo séra; destilovana voda (dH;0) - negativha kontrola; CAI
(karbonické anhydraza 1) - pozitivna kontrola prevedenia testu; riedenie prim. Ab 1:1000; riedenie
konjugéatu anti-mysie IgG-HRP 1:10 000

Vysledok Dot Blot analyzy sa zhoduje s vysledkom Semi-Dry WB analyzou, kde sa taktiez
nepreukazala reakcia Specifickych monoklonalnych anti-CD63 a CD81 protilatok
s exozomalnymi proteinmi ziskanymi ako z RPMI média tak aj z l'udského séra vid’ Obrazok
24 A aB. Negativny vysledok u monoklonalnych anti-CD63 a CD81 protilatok mohol byt
zapri¢ineny zlou afinitou tychto protilatok k proteinom CD63 aCD81 alebo ich
nepritomnostou vo vyizolovanej exozomalnej frakcii. Na Obrazku 24,C) sa neprejavila

neSpecifickd reakcia konjugatu sproteinmi séra ani sCD63 aCD8l. U reakcie
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monoklonalnych anti-CAl 1gG s CAI sa dokazala afinita tychto protilatok ¢iernym spotom

a tym sa potvrdila spravnost’ prevedenia testu, vid’ Obrazok 24, D).

5.3 Optimalizacia izolacie exozomalnej frakcie komerénym testom

Po netispeSnom preukazani afinitnej reakcie Specifickych monoklonalnych mysich anti-CD63
a CD81 IgG sa prikrocilo k pouzitiu polyklonalnych krali¢ich anti-CD63 IgG (Invitrogen)
pre reakciu s exozomalnymi proteinmi. lzolacia exozdmov zo séra bola prevedena komerénym
kitom od firmy Invitrogen na zaklade postupu vid’ kapitola 4.5. Vzhladom k tomu, ze
pri pouziti tohto komer¢ného kitu vyizolovana frakcia obsahovala uz v predchadzajucej analyze
zvySeny obsah abundantnych proteinov najmi l'udského sérového albuminu (HSA) bolo
potrebné optimalizovat’ podmienky izolacie. V tejto analyze sa pouzili dva typy vzorky séra
Cerstvé a zmrazené. Pri ¢erstvom sére sa rovno po odobrati rozdelilo na 2 aliquoty o objemu
1 ml. Prvy obsahoval pridavok 2 M mocoviny a druhy bol bez pridavku. Nasledné prebehla
izolacia exozémov zo 100 pl séra oboch typov. U zmrazeného séra uschovaného dva dni

po odbere pri teplote -20 °C bol postup rovnaky.

5.3.1 Overenie optimalizcie izolacie exozomov s pridavkom 2 M mocoviny
z ¢erstvého a mrazeného séra metdédou SDS-PAGE a Western blot

Pre overene optimalizacie izolacie s pridavkom 2 M mocoviny uskuto¢nila SDS-PAGE analyza

v 12% polyakrylamidovom gély. Na gél sa davkovali pévodné vzorky cerstvého (mrazeného)

séra s/bez pridavku mocoviny a vyizolované frakcie s/bez obsahu mocoviny nariedené

v pomere 10 ul vzorky ku 10 ul vzorkového pufru F. Po separécii proteinov sa gél ofarbil

koloidnym roztokom amoniakalneho striebra vid’ Obrazok 25 — 26.
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Obréazok 24: Vysledok SDS-PAGE analyzy vplyvu pridavku mocoviny (M) Kk vzorke cerstvého séra pred
izolaciou exozomalnej frakcie komerénym kitom od firmy Invitrogen; 12% polyakrylamidovy gél, 5%
zaostrovaci gél, vzorkovy pufer F; farbenie koloidnym roztokom amoniakalneho striebra; MM
(molekulovy marker); PV + M (pdvodna vzorka séra s pridavkom mocoviny); S1 + M (vyizolovana
exozomalna frakcia s pridavkom mocoviny); PV (pbvodna vzorka séra bez pridavku mocoviny); S1

(vyizolovana exozomalna frakcia bez pridavku mocoviny)
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Obrazok 25: Vysledok SDS-PAGE analyzy vplyvu pridavku mocoviny (M) k vzorke mrazeného séra pred
izoldciou exozomdlnej frakcie komerénym kitom od firmy Invitrogen, 12% polyakrylamidovy gél, 5%
zaostrovaci gél, vzorkovy pufer F; farbenie koloidnym roztokom amoniakalneho striebra; MM
(molekulovy marker); PV + M (pbvodna vzorka séra s pridavkom mocoviny); SI + M (vyizolovand
exozomalna frakcia s pridavkom mocoviny); PV (pévodna vzorka séra bez pridavku mocoviny),; S1

(vyizolovana exozomalna frakcia bez pridavku mocoviny)
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Vysledky SDS-PAGE analyzy potvrdili, ze do istej miery ma pridavok 2 M mocoviny pred
izol&ciou vplyv na odstranenie abundantnych proteinov ako HSA z Cerstvého (mrazeného) séra.
Vyizolovana exozomalna frakcia s pridavkom mocoviny (S1 + M) obsahovala oproti frakcii
bez mo&oviny vizualne menej abundatnych proteinov séra. Co sa tyka pouzitia ¢erstvého alebo
mrazeného séra pre izolaciu nebol zisteny markantny rozdiel. Z tohto dévodu sa dalej

pouzivalo pre izol4ciu uz len mrazené 'udské sérum.

Vplyv pridavku 2 M mocoviny sa overil aj ,blottingom* separovanych proteinov
na nitrocelul6zovi membranu metédou Semi-Dry WB zariadenim Trans-Blot SD (Bio-Rad)
vid’ Obrézok 27 — 28. Ako primarne protilatky sa pouzili polyklonalne krali¢ie anti-CD63 1gG
(Invitrogen) nariedené v pomere 1:1000 blokovacieho roztoku 5% suSeného mlieka.
Na membranu sa aplikoval 1,5 ml tejto suspenzie protilatok. Po hodinovej inkubéacii sa
aplikoval na membréanu 1,5 ml suspenzie konjugéatu anti-krali¢ie IgG-HRP nariedené 1:10 000

(Sigma-Aldrich) v rovnakom roztoku ako u primarnych protilatok.
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Obréazok 26: Vysledok WB analyzy vplyvu pridavku mocoviny (M) k vzorke cerstvého séra pred izoldciou
exozomalnej frakcie komercnym kitom od firmy Invitrogen; 12% polyakrylamidovy gél, 5% zaostrovaci
gél, vzorkovy pufer F; riedenie prim. krdlicej polyklonalnych anti-ludskych CD63 protilatok 1:1000;
riedenie konjugatu anti-krdlicich 19G-HRP 1:10 000; MMd (molekulovy marker dual color); PV + M
(pbvodna vzorka séra s pridavkom mocoviny); S1 + M (vyizolovand exozomdlna frakcia s pridavkom
mocoviny); PV (pbvodnd vzorka séra bez pridavku mocoviny); S1 (vyizolovand exozomdlna frakcia
bez pridavku mocoviny)
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Obrazok 27: Vysledok WB analyzy vplyvu pridavku mocoviny (M) k vzorke zmrazeného séra pred
izoldciou exozomalnej frakcie komercnym kitom od firmy Invitrogen; 12% polyakrylamidovy gél, 5%
zaostrovaci gél, vzorkovy pufer F; riedenie prim. krdlicej polyklondalnych anti-ludskych CD63 protilatok
1:1000; riedenie konjugatu anti-krdlicich IgG-HRP 1:10 000; MMd (molekulovy marker dual color);
PV + M (pbvodna vzorka séra s pridavkom mocoviny); SI + M (vyizolovand exozomdlna frakcia
S pridavkom mocoviny); PV (pévodnd vzorka séra bez pridavku mocoviny); SI (vyizolovand exozomdlna
frakcia bez pridavku mocoviny)

Ako mozno vidiet na Obrazku 25 — 26 vysledok Semi-Dry WB analyzy poukazal
na nespecifickl reakciu konjugatu s proteinmi obsiahnutymi v molekulovom markery.
Z analyzy nebolo mozné uréit’ ¢i sa jednalo o afinitnd reakciu primarnych polyklonalnych anti-
CD63 IgG (Invitrogen) s exozomalnym proteinom CDG63, ¢im by sa potvrdila pritomnost’

exo0zomov Vv Cerstvom (mrazenom) sére.

Kvoli podozreniu na nespecifickt skrizenti reakciu konjugatu z predchadzajuceho vysledku sa
urobil ,,rebinding* protilatok, postup vid’ kapitola 4.3.1 ktory pozostaval z uvol'nenia véizby ako
priméarnych tak aj sekundarnych protilatok z membrany pomocou 100 mM glycin — HCI puferu
0 pH 2,6 a premyti s PBS-T o pH 7,4. Nasledne sa na membranu opét” aplikoval konjugat anti-
krali¢ie 1gG-HRP (Sigma-Aldrich) tentokrat bez pouzitia primarnych polyklonélnych anti-
CD63 IgG. Ako mozno vidiet na Obrazku 29 — 30 opatovne doslo k vizualizacii molekulového

markeru ¢im sa potvrdila neSpecificka reakcia konjugatu s proteinmi markeru.
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Obrézok 28: Vysledok WB analyzy pre, rebinding “4b na overenie neSpecifickej reakcie konjugétu
s molekulovyvm markerom bez pridavku primarnej polyklonalnej anti-CD63 protilatky; 12%
polyakrylamidovy gel, 5% zaostrovaci gél, vzorkovy pufer F; riedenie konjugatu anti-krdlicich IgG-
HRP 1:10 000; MMd (molekulovy marker dual color); PV + M (pévodna vzorka séra s pridavkom
mocoviny); SI + M (vyizolovana exozomalna frakcia s pridavkom mocoviny), PV (pévodna vzorka séra
bez pridavku mocoviny),; SI (vyizolovand exozomdlna frakcia bez pridavku mocoviny)
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Obrazok 29: Vysledok WB analyzy pre ,,rebinding“ Ab na overenie nespecifickej reakcie konjugdtu
s molekulovyvm markerom bez pridavku primarnej polyklonélnej anti-CD63 protilatky; 12%
polyakrylamidovy gél, 5% zaostrovaci gél, vzorkovy pufer F; riedenie konjugétu anti-kralicich IgG-
HRP 1:10 000; MMd (molekulovy marker dual color); PV + M (pbvodna vzorka séra s pridavkom
mocoviny),; S1 + M (vyizolovana exozomdalna frakcia s pridavkom mocoviny); PV (pévodna vzorka séra
bez pridavku mocoviny), S1 (vyizolovand exozomdlna frakcia bez pridavku mocoviny)
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5.3.2 Overenie funkénosti Specifickych polyklonalnych anti-CD63 protilatok
s naslednou optimalizaciou pouzitého riedenia
Pre overenie funk¢nosti Specifickych polyklonalnych kralic¢ich anti-CD63 1gG (Invitrogen) sa
opét’ pouzila metdda Dot blot na z&klade postupu uvedenom v kapitole 4.4. Principom tejto
analyzy je dokazanie, ze skimané protilatky vykazuja afinitu k danému antigénu (Ag), v tomto
pripade sa jedna o diagnosticky exozomalny protein CD63. Pozitivna reakcia primarnych
protilatok a Ag sa prejavi ¢iernym spotom po vyvolani v stanici ChemiDoc. K testu sa pouzila
suspenzia 3 pl vyizolovanej exozomélnej frakcie nariedenej na objem 100 pl PBS-T pufrom
o pH 7,4, ktora sa davkovala na PVDF membranu. Pouzili sa tri druhy riedenia pre primarnu
protilatku vid’ Obréazok 31. Riedenie konjugatu anti-krali¢ie IgG-HRP bolo 1:10 000 (Sigma-
Aldrich) blokovacieho roztoku. Na izolaciu exozOmov zo zmrazeného l'udského séra bol
pouzity komerény kit od firmy Invitrogen. K 150 ul jedného aliquotu I'udského séra sa opat’
pridala 2 M mocovina zatial’ ¢o k druhému nie. Moc¢ovina sa opat’ pridavala k séru pre overenie

vplyvu ¢istejsiu izolaciu s niz§im obsahom abundantnych proteinov séra.

Pouzité riedeie primarnej polyklonalnej anti-CD63 protilatky
A) 1:1000 B) 1:5000 C) 1:10000

S1+M S1 S1+M  S1 S1+M S1

® . 0O e

Obrazok 30: Vysledok Dot blot analyzy overenia funkcnosti krali¢ich polyklonalnych anti-ludskych
CD63 IgG pri roznom riedeni v reakcii s proteinmi CD63 izolovanych z ludského séra. Riedenie
konjugéatu anti-kralicie IgG-HRP — 1:10 000; S1 + M (vyizolovana exozomélna frakcia s pridavkom
mocoviny); S1 (vyizolovana exozomdalna frakcia bez pridavku mocoviny)

Ako mozno vidiet’ z vysledku Dot blot analyzy predpoklada sa, Ze doslo k reakcii primarnych
polyklonalnych krali¢ich anti-CD63 1gG vo vsetkych pouzitych riedeniach s proteinmi CD63
&im sa preukazala aj ich funkénost’. Dalej sa opét’ prejavil vplyv pridavku 2 M modoviny k séru
pred izolaciou. U sér bez pridavku mocoviny bol sice vidiet' naznak reakcie protilatok ale akoby

dochéadzalo k ich vymyvaniu.

5.3.3 Overenie nespecifickej reakcie konjugatu o roznom stupni riedenia
Rovnako ako v predchadzajucej kapitole 5.3.2 sa pouzila metéda Dot blot s rovnakym

principom a postupom prevedenia az na vynimku ze na PVDF membranu neaplikovali
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primarne polyklonalne krali¢ie anti-CD63 1gG (Invitrogen) len konjugét anti-krali¢ie IgG-HRP
(Sigma-Aldrich) pre overenie neSpecifickej reakcie konjugatu ordéznom riedeni (vid
Obrazok 32), ktory sa riedil v pomere kblokovaciemu roztoku 5% suSeného mlieka.
Exozomalna frakcia sa opat’ izolovala z 'udského mrazeného séra komerénym kitom od firmy
Invitrogen. Pouzili sa tri druhy aliquotov séra, kde k prvému sa pridala 2 M mocovina este
pred izol&ciou, u druhého sa nepridala vobec a k tretiemu sa pridala az po izolacii k vyslednej

vyizolovanej frakcii exozomov. Ako kontrola u tohto testu sltzilo 1% BSA.

Pouzité riedenie konjugatu anti-krali¢ie IgG-HRP

A) 1:1000 B) 1:5000 C) 1:10000
S1+M  S1 S1+M  S1 S1+M  S1
O Q k
_-’

SM M SM
QD - Q Y«

Obréazok 31: Vysledok Dot blot analyzy overenia nespecifickej skrizenej reakcie konjugatu anti-krdlicich
IgG-HRP pri roznom riedeni s proteinmi CD63 izolovanych z ludského séra bez pridavku primarnej
krdlicej polyklondlnej anti-CD63 protilatky. S1 + M (vyizolovana exozomélna frakcia s pridavkom
mocoviny pred izoldciou); S1 (vyizolovand exozomalna frakcia bez pridavku mocoviny); SM
(vyizolovana exozomalna frakcia s pridavkom mocoviny po izolacii); K (kontrola, 1% BSA)

Z vysledku Dot blot analyzy moZno usudzovat’ Ze sa opat’ overila skrizena neSpecificka reakcia
konjugatu s proteinmi l'udského séra. Tak isto vidiet, Ze opét’ pridavok mocoviny ma tento
vysledok vplyv pretoze najslabsia reakcia je v jamkach spridavkom mocoviny este
pred izolaciou. Najsilnejsia reakcia konjugatu je v jamkach bez pridavku mocoviny. Znaény
vplyv na tento vysledok malo aj pouzité riedenie, kde pri najvacsom riedeni 1:10 000 je slabsia

reakcia oproti niz§im riedeniam.

5.4 Pripravaimunosorbentu s naslednou izolaciou exozémov na zaklade ich
povrchovych znakov a overenie jeho funkénosti metédami SDS-PAGE
a Semi-dry Western blot

Obdobne ako vpripade modelového systému pre pripravu  imunosorbentu

postupom zosietovania s DMP, kde sa na magnetické Castice BcMag Protein G (Bioclone)

imobilizovali monoklonalne anti-CAI IgG (ORIGENE), vid’ kapitola 5.1.1 je postup rovnaky

ale stym rozdielom, Ze teraz sa imobilizovali polyklonalne krali¢ie anti-CD63 1gG
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(Invitrogen). Pre overenie imobilizacie protilatok sa pouzila metéda SDS-PAGE, kde sa na 10%
polyakrylamidovy gél nadavkovali jednotlivé frakcie nariedené 10 pl vzorky k10 pl
vzorkového pufru F. Gél sa po rozdeleni proteinov ofarbil koloidnym amoniakalnym roztokom
stricbra vid’ Obrazok 33. Na zaklade vysledku SDS-PAGE analyzy sa ukazalo, Ze doslo
K naviazaniu polyklonalnych krali¢ich anti-CD63 IgG na magneticky nosi¢. Vo frakciach, kde
dochadzalo k zosietovaniu (P2 — P4) v prostredi DMP, sa ¢ast’ protilatok uvolnila v désledku
prechodu z pH 5,0, v ktorom prebiehala vizba (VF) do pH 8,0. Dalej mozno pozorovat
uvol'nenie BSA, ktory je obsiahnuty magnetickom nosi¢i no na zaklade optimalizacie pripravy
imunosorbentu premytim magnetickych castic dvakrat v 50 pl 0,05% TFA este pred vizbou

protilatok sa neuvol'nilo az také mnozstvo BSA.
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Obréazok 32: Vysledok SDS-PAGE analyza imobilizacie polyklondlnych kralicich anti-ludskych CD63
IgG na nosi¢ BcMag Protein G. 10% polyakrylamidovy gél, 5% zaostrovaci gél, vzorkovy pufer F;
farbenie koloidnym roztokom amoniakalneho striebra; MM (molekulovy marker); PV (krdlicie anti-
ludské CD63 1gG); VF (vazbova frakcia v MES pufru); P1 (premyvanie v PBS-T opH 7,4); P2
(zosietovanie s ethanolaminom o pH 8,0); P3 (inkubacia v ethanolamine s DMP); P4 (inkubéacia
v triethanolamine); P5 (premyvanie v PBS-T o pH 7,4)

Po tGspeSnom naviazani polyklonalnych krali¢ich anti-CD63 IgG na magneticky nosi¢ BcMag
Protein G sa prikrocilo k overeniu jeho funkénosti izoldciou exozoémov na zéklade vizby
imunosorbentu s exozomalnymi proteinmi CD63. K vopred pripravenému imunosorbentu sa
pridalo 200 pl suspenzie Ag (25 ul vyizolovanej frakcie exozomov / ml PBS-T o pH 7,4),
ziskaného izolaciou exozémov z l'udského séra komerénym kitom od firmy Invitrogen.

Po vazbe Ag v prostredi PBS-T o pH 7,4 anaslednom premyvani nosi¢a pre odstranenie
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nenaviazanych zbytkov Ag sa prikrocilo k elucii Ag z imunosorbentu 50 ul 0,05% TFA o pH
2 — 3. Vsetky frakcie vratane povodnej vzorky vyizolovanej frakcie exozémov sa nadavkovali
na 10% polyalrylamidovy gél nariedené v pomere 10 ul vzorky ku 10 pl vzorkoveho pufru F.
Po rozdeleni proteinov metédou SDS-PAGE sa g@él ofarbil koloidnym roztokom
amoniakalneho striebra vid’ Obrazok 34. Z vysledku SDS-PAGE analyzy mozno pozorovat’, ze
nedoslo takmer k ziadnej vizbe Ag na imunosorbent, ked’ze vizbova frakcia vyzera takmer
identicky ako pévodna vzorka obsahujuca vyizolovani exozomalnu frakciu a zvySok sa uvolnil
pri eltcii v 0,05% TFA.
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Obrazok 33: Vysledok SDS-PAGE ucinnosti imunosorbentu BcMag-Protein G s imobilizovanymi
polyklonalnymi kralic¢imi anti-ludskymi CD63 1gG pri vazbe exozomalnych proteinov CD63 s naslednou
eliciou; 10% polyakrylamidovy gél, 5% zaostrovaci gél, vzorkovy pufer F; farbenie koloidnym
roztokom amoniakalneho striebra; MM (molekulovy marker); PV (pévodna vzorka, vyizolovana
exozomalna frakcia); VF (vazba Ag v MES pufri o pH 7,4); P1 a P3 (premyvanie v PBS-T o pH 7,4);
P2 (premyvanie v PBS-T o pH 7,4 s 1M NaCl); E1-E2 (elucia v 0,05% TFA)

Pre overenie UCinnosti imunosorbentu a zaroven pritomnosti exozomalneho proteinu
vo vyizolovanej frakcii z 'udského séra sa pouzila metoda Semi-dry WB. Postup tejto metody
bol stale rovnaky ako v predchadzajucich kapitolach. Na 10 % polyakryamidovy gél sa
nadavkovali jednotlivé frakcie ako u gélu vid’ Obrazok 34 nariedené v pomere 5 pl vzorky
ku 5 pl vzorkového pufru F. Po rozdeleni proteinov nasledoval blotting na nitrocelul6zovi
membranu. Ako primarna protilatka sa pouzili polyklonalne krali¢ie anti-CD63 IgG

(Invitrogen) riedené 1:1000 blokovacieho roztoku 5% suseného mliecka. Konjugat anti-kralicie
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IgG-HRP (Sigma-Aldrich) sa riedil v pomere 1:10 000 rovnakého roztoku ako u primarnych
protilatok. Po aplikacii enzymatického substratu sa membrana nechala vyvolat’ v pristroji
ChemiDoc (vid® Obrazok 35). Z vysledku analyzy metédou Semi-Dry WB vidiet, Ze sa
nepodarilo preukazat’ pritomnost’ exozomalneho proteinu v elu¢nych frakciach (E1-E2) a ani
v povodnej vzorke (PV) vyizolovanej exozomalnej frakcie z Pudského séra. Dalej mozno opit
pozorovat' neSpecifickil reakciu konjugatu s proteinmi l'udského séra, ktora sa prejavila

vizualizaciou molekulového markeru.
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Obrazok 34: Vysledok WB analyzy ucinnosti imunosorbentu BcMag-Protein G s imobilizovanymi
polyklondlnymi kralicimi anti-ludskymi CD63 IgG pri vizbe exozomdalnych proteinov CD63 s néaslednou
eliciou; 10% polyakrylamidovy gél, 5% zaostrovaci gél, vzorkovy pufer F; riedenie primarnych
polyklonalnych anti-CD63 IgG 1:1000; riedenie konjugatu anti-kralicich 1gG-HRP 1:10 000; MM
(molekulovy marker); PV (pdvodna vzorka, vyizolovana exozomalna frakcia); VF (vazba v MES pufri
0 pH7,4); P1aP3 (premyvanie v PBS-T o pH 7,4); P2 (premyvanie v PBS-T o pH 7,4 s 1M NaCl); E1-
E2 (eltcia v 0,05% TFA)

5.5 Odstranenie abundantnych proteinov zo séra pre optimalizaciu izolécie

ex0zoOmov komercénym testom
Kedze pri izolacii exozomalnej frakcie zI'udského séra komerénym testom od firmy Invitrogen
vzdy ostane ur¢ité mnozstvo abundantnych proteinov prednostne HSA, ktoré moézu branit
kvalitnej izol&cii bolo nutné HSA zo séra odstranit’. Na depléciu HSA z l'udského séra sa pouzil

komerény imunoprecipitaény kit PureProteome™ Albumin Magnetic Beads od firmy Merck.
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Principom testu bolo vychytanie HSA na magneticky nosi¢ s imobilizovanymi Specifickymi

IgG namierenymi proti l'udskému HSA.

5.5.1 Overenie deplécie HSA zo séra eluciou z komeréného magnetického nosica
metodou SDS-PAGE

Na zéklade postupu uvedenom v kapitole 4.8 sa zo séra pomocou komeréného testu depletovalo
HSA, ktoré by mohlo branit’ izolacii exozdmov. Po vyviazani HSA zo 100 pul séra, ktoré bolo
nariedené na objem 400 pl PBS pufrom sa magneticky nosi¢ sa premyval v 3 ml roztoku PBS
0 pH 7,4. Po premyti nosic¢a sa aplikovalo Sest’krat 500 pl eluéného glycin-HCI pufru o pH 2,0.
Overenie ucinnosti deplécie HSA sa preverilo metdodou SDS-PAGE, kde sa na 12%
polyakrylamidovy gél nadavkovali jednotlive frakcie (vid’ Obrézok 36) v pomere 10 ul vzorky
k 10 pl vzorkového pufru G. Po rozdeleni proteinov sa gél ofarbil komerénym farbivom
Commasie brilliant blue postupom uvedenym v kapitole 4.2.2. Z vysledku SDS-PAGE analyzy
mozno vidiet, Ze sérum bolo zbavené vacSiny HSA vid’ frakcia vzorky séra po deplécii (PV),

¢o sa prejavilo aj na elu¢nych frakciach E1 az E6.
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Obrazok 35: Vysledok SDS-PAGE analyzy deplecie HSA zo séra komercnym kitom od firmy Merck
s naslednou ellciou; 12% polyakrylamidovy gél, 5% zaostrovaci gél, vzorkovy pufer G; farbenie
Commasie brilliant blue; MM (molekulovy marker); PV (pbvodna vzorka, sérum zbavené HSA); P1
(premyvacia rakcia v PBS o pH 7,4); E1-E6 (elucné frakcie HSA v Glycin-HCI pufre o pH 7,2)
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5.5.2 Overenie nespecifickej reakcie konjugatu s molekulovymi markermi a HSA

ziskanym depléciou zo séra metédami SDS-PAGE a Semi-dry Western blot
Vzhl'adom k tomu, Ze uz niekol’kokrat sa dokazala nespecificka reakcia konugatu anti-krali¢ie
IlgG-HRP (Sigma-Aldrich) s proteinmi molekulového markeru dual color pouzivanym
u metodde Western blot vyskusali sme aj reakciu s proteinmi klasického markeru pouzivaného
pri SDS-PAGE analyze. Zaroven sme overovali neSpecificku skrizenu reakciu konjugatu
s HSA vyizolovanym z l'udského séra komerénym testom od firmy Merck vid’ predchadzajica
kapitola. Na 10% polyakrylamidovy gél sa v oboch pripadoch analyz metédami SDS-PAGE aj
Semi-Dry WB dévkoval 3 pl molekulovych markerov a nariedend vzorku HSA v pomere 5 pl
k 5 pl vzorkového pufru G. Pri SDS-PAGE sa gél ofarbil koloidnym roztokom amoniakalneho
striebra vid’ Obrazok 37.
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Obréazok 36: Vysledok SDS-PAGE analyzy pre overenie deplecie HSA zo séra komercénym kitom od firmy
Merck; 12% polyakrylamidovy gél, 5% zaostrovaci gél, vzorkovy pufer G; farbenie koloidnym roztokom
amoniakalneho striebra; MMd (molekulovy marker dual color); MM (molekulovy marker); HSA frakcia
(ludsky sérovy albumin depletovany zo séra)

Pri  predchadzajucej SDS-PAGE analyze rozdelenia proteinov nasledoval blotting
na nitrocelul6zovi membranu. Ako primarna protildtka sa pouzili polyklonalne anti-krali¢ie
IgG (Invitrogen) nariedené 1:1000 blokovacieho roztoku 5% suseného mlieka. Konjugat bol
riedeny v pomere 1:10 000 rovnakého roztoku ako u primarnej protilatky vid® Obrazok 38.
Po aplikécii enzymatického substratu sa membrana vyvolala v pristroji ChemiDoc.
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Obréazok 37: Vysledok WB analyzy overenia nespecifickej skrizenej reakcie konjugatu s molekulovymi
markermi. 12% % polyakrylamidovy gél, 5% zaostrovaci gél, vzorkovy pufer G; riedenie konjugéatu
anti-kralicich IgG-HRP 1:10 000; MMd (molekulovy marker dual color); MM (molekulovy marker);
HSA frakcia (ludsky sérovy albumin depletovany zo séra)

Z vysledku Semi-Dry WB analyzy sa dokazala opitovne neSpecificka reakcia konjugatu
s proteinmi molekulovych markerov. U klasického markeru pouzivaného pri SDS-PAGE
analyze dokonca bola reakcia silnejsia ako u dual color. Co sa tyka HSA nebola preukazana

ne$pecifickd reakcia s konjugatom.

5.5.3 lzolacia exozomalnej frakcie komerénym testom z Pudského séra zbaveného
abundantnych proteinov
U predchédzajucich izolacidch exozdmov komerénym testom od firmy Invitrogen mohli
abundanté proteiny ako HSA branit’ G¢innosti izolacie. Ztohto dévodu sme pomocou
komer¢ného imunoprecipitatného testu na baze magnetického nosi¢a s imobilizovanymi
protilatkami namierenymi proti HSA depletovali z vel’kej vacéSiny tento protein zo séra vid’
kapitola 5.5.1. Nasledne sme z takéhoto séra zbaveného albuminu izolovali exozémy. Postup
izol&cie bol rovnaky ako v predchadzajucich pripadoch az na to Ze povodna vzorka séra bola
zbavena vacsiny HSA. Vzorky sa davkovali na 12% polyakrylamidovy gél v pomere 10 pl
k 10 ul vzorkoveho pufru F. Po rozdeleni proteinov sa gél ofarbil komerénym farbivom

Commasie brilliant blue vid’ Obrazok 39.
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Obrazok 38: Vysledok SDS-PAGE analyzy izolacie exozémalnej frakcie zo zmrazeného ludského séra
komercnym kitom od firmy Invitrogen po predchadzajucej deplecii HSA komercénym kitom od firmy
Merck. 12% polyakrylamidovy gél, 5% zaostrovaci gél, vzorkovy pufer F; farbenie Commasie brilliant
blue; MM (molekulovy marker); PV (pbvodna vzorka séra po deplecii HSA); S1 (vyizolovana
exozomalna frakcia frakcia z depletovaného séra)

Pri analyze metédou Semi-Dry WB sa prvotne davkovali vzorky v pomere 5 pl k5 pl
vzorkového pufru F na 12% polyakrylamidovy gél. Po rozdeleni proteinov nasledoval blotting
na nitrocelul6zovu membranu. Ako primana protilatka sa pouzili polyklonalne krali¢ie anti-
CD63 1gG (Invitrogen) nariedené v pomere 1:1000 blokovacieho roztoku. Konjugéat anti-
krali¢ie IgG-HRP (Sigma-Aldrich) boli nariedené v pomere 1:10 000 rovnakého roztoku ako
u primarnych protilatok. Po aplikécii enzymatického substratu sa membrana nechala vyvolat
v pristroji ChemiDoc vid’ Obrazok 40. Pri vysledku Semi- Dry WB analyzy sa opit’ prejavila
neSpecificka reakcia konjugatu S proteinmi molekulového markeru. Zaroven sa nam
vizualizovali prizky jednak vo frakcii povodnej vzorky séra po deplécii HSA ako aj

Vo vyizolovanej frakcii (S1) €o nas prednostne zaujima.
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Obrazok 39: Vysledok WB analyzy pre overenie reakcie primdrnych polyklondlnych krdlicich anti-
ludskych CD63 19G s exozomalnymi proteinmi vyizolovanymi zo zmrazeného ludského séra komercnym
kitom od firmy Invitrogen po predchadzajlcej deplecii HSA zo séra. 10 % polyakrylamidovy gél, 5%
zaostrovaci gél, vzorkovy pufer F; riedenie primarnej protilatky 1:1000; riedenie konjugatu anti-
krdlicie IgG-HRP 1:10 000; MMd (molekulovy marker dual color); PV (pévodna vzorka séra
po deplecii HSA); S1 (vyizolovana exozomélna frakcia frakcia z depletovaného séra)

5.6 HmotnostnA analyza pre overenie  pritomnosti  exozoOmov
vo vyizolovanej frakcii z Pudského séra metodou proteolytického
Stiepenia z gélu modifikovanym trypsinom

Na zéklade vysledku z Western blotu predchadzajucej analyzy v kapitole 5.3.3 sme si

potrebovali overit’ pritomnost’ exozomalneho proteinu CD63 vo vyizolovanej frakcii (S1).

Na overenie sa pouzila metoda proteolytického Stiepenia z gélu ofarbeného Commasie brilliant

blue, vyobrazeného na Obrazoku 39. Postup tejto metody je blizSie uvedeny v kapitole 4.9.

Z vysledného ofarbeného gelu sa vyrezal pruzok vyznaceny na Obrazku 39, ktory sa podla

postupu rozmelnil v skimavke a nasledne sa odfarbil 100 ul odfarbovacieho roztoku (50%

ACN /50 mM ABC). Gél sa premyval 100% ACN a postupne sa d’alej upravoval. Po koneénej

Uprave gélu sa k nemu pridalo 50 pl roztoku modifikovaného trypsinu (10 ng / pl v 10 mM

NH4HCO3 s 10% ACN). Po 18 hodinovom nastepeni bol odobraty supernatant a okysleny s 5%

TFA na vyslednu hodnotu pH 3 — 4. K zbytkovému gélu sa pridalo 50 pl extrakéného roztoku

(60% ACN /2% FA). Extrahované peptidy a supernatant boli vysusené (45 °C) a nasledne boli

rozpustené v 20 pl 0,1% TFA. Takto upravené vzorky peptidov boli pred hmotnostnou

analyzou (Mass spectometry, MS) skladovane pri teplote -20 °C. Analyzou vzoriek s vyuzitim
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hmotnostného spektrometru MALDI LTQ Orbitrap XL boli ziskané MALDI-Orbitrap
hmotnostné spektra vid’ Obrazok 41. Vysledky analyzy boli vyhodnotené metddou ,,Peptide
Mass Fingerprinting™ v online programu MS-Fit. Experimentalne data boli v tomto programe

porovnané s teoretickymi hodnotami proteinov vo Swiss-Prot databaze.
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100 1794.827
907 1905.958
803
707 2212120
o ] 1287661
= 60
@ Bhg
=
2 ]
2 503
@ ]
= 7842516
o404
5 U7
o 3
30 2546137
E 882 576
20 1677.814 2140.044
] 1493.745 2284189
10 1045.572 |
7 2706.175
3 2910436 3313327 3563219 3694.898
0- i I'jll |u‘lllj_—| T T |-|
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
miz
Protei # pep Mean Data
rotein uoWSE #mat % 9 oan "‘l # Hom MS-Digest Protein MW Accession ) )
Hit Score % mat Cov TIC E™  To oot fndex # (Da)/pl # Species Protein Name
Number 194 pks ppm ppm
1 2.28e+8 10/10/5 48.813.1 6.70 3.00 2 190059 36106/8.5 P01857 | HUMAN Immunoglobulin heavy constant gamma 1

Obrazok 40: Vyhodnotenie dat ziskanych hmotnostnou spektrometriou analyzovanej vzorky
po nastepeni z gélu modifikovanym trypsinom pomocou Swiss-Prot databazy.

Po analyzovani dat ziskanych z hmotnostného spektra a porovnanim s proteinmi vo Swiss-Prot
databaze doslo k urceniu, Ze sa jednd o tazké retazce IgG1(vid’ Obrazok 41) bezne pritomné
V ludskom sére. Teda sa nam nepotvrdila pritomnost exozomalného proteinu CD63

vo vyizolovanej frakcii ziskanej komerénym kitom od firmy Invitrogen.
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6 Zhrnutie vysledkov

Préaca pre zavedenie systému na izolaciu exozomov pozostavala z niekol’kych krokov. Prvym
bolo priprava imunosorbentu metdédou zosietovania s DMP a karbodiimidovou metodou so
zmesou EDC a Sulfo-NHS. Vhodny magneticky nosi¢ sa volil na modelovom systéme s anti-
CAl a CAl. Na zaklade t¢innosti viazby Ab overenej SDS-PAGE a metddou Semi-Dry WB sa

vybral ako vhodny nosi¢ BcMag Protein G magnetické Castice.

V d’alsom kroku sa izolovali exozomy z l'udského séra komerénymi testami od firiem Exiqon
a Invitrogen na baze imunoprecipitacie. Po porovnani zisku vyizolovanej frakcie SDS-PAGE
sa d’alej pouzival uz len izolaény kit od firmy Invitrogen. Pritomnost’ exozomalnych proteinov
CD63 a CD81 v sére sa overovalo SDS-PAGE s naslednym blottingom na nitrocelulézovi
membranu s monoklonalnymi mysimi anti-CD63 a 81 IgG. Po nepreukazani pritomnosti
CD63 a 81 sa otestovala funk¢énost’ protilatok metdodou Dot blot. Nepreukazala sa pozitivna
reakcia protilatok s CD63 a CD81, preto sa preslo k pouzitiu polyklonalnych krali¢ich anti-
CD63 IgG. Opét sa izolovali exozomy aich pritomnost’ sa detegovala s anti-CD63 1gG
metddou Semi-Dry WB. Ako konjugéat sa pouzivali anti-krali¢ie IgG-HRP. Zistila sa pri nich
nespecificka reakcia s proteinmi molekulového markeru. Polyklonalne anti-CD63 IgG sa
pouzili aj pre pripravu imunosorbentu na izolaciu exozomov. Obdobne ako pri modelovom
systéme s CAl sa anti-CD63 1gG imobilizovali na nosi¢ BcMag Protein G. Takto pripravenym
imunosorbentom sa izolovali exozdmy z 'udského séra. Pritomnost CD63 sa overovala

so Semi-Dry WB, no ich pritomnost’ sa vo viazbovej a elu¢nych frakciach sére nepreukézala.

Pri izolacii komerénym testom ostavali zvysky HSA, ktoré mohli branit’ izolacii. Preto sa
postup optimalizoval odstranenim HSA zo séra. Z depletovaného séra sa izolovali exozémy
a pritomnost’ CD63 sa overovala Semi-dry WB. Aj napriek odstraneniu HSA zo séra sa
nepreukazala pritomnost CD63 v sére. Poslednym krokom bola hmotnostnd analyza
po proteolytickom vyStepeni proteinov z gélu modifikovanym trypsinom. Po analyze dat
ziskanych z hmotnostného spektra a porovnanim s proteinmi vo Swiss-Prot databaze doslo

K urceniu, Ze sa jedna o tazké retazce IgG1 bezne sa vyskytujice v 'udskom sére.

Napriek roznym optimalizaénym krokom tieto zavedené separacné pristupy neposkytli nastroj
pre izolaciu exozomov zo seéra. Ku kritickym krokom mohlo dojst’ z dovodu agregacie
exozOmov atym zmenou ich rozmerov, ¢i ich nizkou koncentraciou VO vySetrovanych
vzorkach séra. Taktiez Uskalia monli byt zapri¢inené proteolytickym rozpadom exozdémov

vo vzorkach séra pri ich odbere alebo dlhodobom skladovani ba dokonca kvalitou samotnych
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protilatok. Ked’ze pouzité komeréné prrotilatky sa od seba ¢asto liSia Sarzou aj od jedného
vyrobcu. Taktiez mohlo dojst’ k zmene ich vazbovej aktivity po vazbe na prislusny antigén a to

V konecnom dosledku viedlo k zniZzenej vytaznosti.

Uskalia v tomto systéme moézu byt na rdznych tGroviiach od pripravy vzoriek sér, ich
skladovania az po samotnu izolaciu a naslednu detekciu exozomov. Sice sa podarilo realizovat’
niektoré z krokov, no je nutné v budtcnoti overit’ ich spravnost’ nov§imi metédami detekcie.
Akymi st napriklad mikrofluidné systémy, ktoré by sa mohli zapojit' do optimalizacie tohto
systému izolacie exozdmov namiesto metddy Semi-Dry WB, ktorej limit detekcie nemusel byt
schopny zachytit' pripadnti nizku koncentraciu analyzovanych exozomalnych proteinov.
Dalsou mozZnostou je optimalizacia pH a koncentracie soli pouZzivanych roztokov

pri jednotlivych krokoch, ktoré mohli ovplyvnit’ fyziologicky stav exozémov.
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7 Zaver

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo zavedenie systému pre izolaciu exozémov z 'udskej krvi.
Systém bol navrhnuty na spdsob imunoanalyzy v podobe magnetickej separacie
a imunoprecipitacie. Uéelom prace bolo inovativne prispiet’ k problematike izolacie exozomov
zjednodusenim ¢i nahradenim niektorych krokov a tym pripadne znizit' aj samotné naklady.
V ramci tejto diplomovej prace sa podarilo zaviest’ a spravne pouzit’ vybrané metody, pracovné
postupy, ktoré je nutné pouzit, ak chceme optimalizovat’ metddu izolacie exozoémov a vyuzit
tak prednosti metddy imunomagnetickej separécie. Praca upozornila na jednotlivé Gskalia,
ktoré takyto pristup prindsa a ukdzala cestu, ako postupovat, ak chceme ziskat' protokol

pre efektivny a Setrny spdsob izolacie exozémov z 'udskej krvi pre d’alSie Studie.
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